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© Die voriiegende Erfindung betrifft em neues. vorteilhaf- 
tes Verfahren zur HersteMung von unilamoUaren Uposoman 
in wassriger Phase durch Ueberfuhron otnor goetgrtstsn 
Lipidkomponente, lB. Ptwsphatidaeure, in ale ionicchQ 
Form, indem man die Upiddisperston einor pH-Aondsrung 
unterwirft und anschiiessend neutraJistGrt. Dio Bildung dor 
untlamellaren Liposome erfoJgt spontsn dh. ohno auritett- 
che aussera Energiezufuhr. Die verfahronogem&oo erhfilttt- 
chen Liposome tcdnnen ate Trflger von Wtrtetoffen unter- 
cchtedlichster Art thanapautisch vorwandet vverden. 
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CIBA-GEIGY AG 4-13808/1+2 



Basel (Schveiz) 



Lipide in wSssriger Phase 

Ge gens t and der vorl legend en Erf indung ist ein Verfahren sur Herstellung 
von unilamellaren Liposomen in vassriger Phase. 

Lipo somen sind in der Literatur in zahlreichen VerBffentlichungen 
beschrieben vorden<> Ihr Aufbau und ihre Veraendung ist Ge gens t and 
vieler Untersuchungen. Man unfcerscheidet unilamellar© Liposoinen mit 
einer Doppelschicht aus Lipiden von multilamellar en Liposomen mit 
mehreren Doppelschicht en aus Lipiden, die zwiebelf ormig angeordnet 
sind. 

Unilamellare Liposoinen haben eine kugelf ormige Hulle and beispielsweise 
einen Durchmesser von ca. 200 bis 50000 k 9 vorzugsweise ca. 200 bis 
30000 A. Die kugelfSraige HQlle besteht aus einer Doppelschicht der 
Lipidkomponentea, s«3. asphip&tischen Lipiden, SoB, Phospholipiden, 
z.B. PhosphatidsSure, Lecithin oder Kephalin, und gegebcaenfalls neu- 
tral en Lipiden, s.B. Cholesterin. Diese Doppelschicht uaschliesst einen 
Innenraum, der fcias H&ssrige Phase enthSLlt. Unilamellare Liposomen 
nerd en auch als n V<asikel rt beseichnet. 

Es besteht grosses Interesse an der therapeutischen Verwendung von 
Liposomen als TrSger von Hirkstoffen unterschiedlichster Art. So 
sind Liposomen als TrSger von Proteinen, z.B. Antikorpero oder Enzymen, 
Hormonen, Vitaminen oder Genen oder zu analytischen Znecken als 
Trager von markierten Verbindungen vorgeschlagen w rden. Als Beispiel 
sei die US-Patentschrift 3,993,754 genannt, welche ein chemotherapeu- 
tisches Verfahren bei der Behandlung von Tumorzellen unter Verwendung 
von Liposomen als Trager zum Gegenstand hat. 
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Der betref fende Wirkstoff tfird entueder bei dcr Bildung der Liposomen 
cdcr r.£cbtr3glich dureh Diffusion verkapselt. Die Herstellung v n 
Liposomen und die Verkapselung des Wirkstoffs kann auf verschiedene 
Veise erfolgen und ist in dem Uebersichtsartikel ,r Liposomes-Problems 
and promise as selective drug carriers" von Kaye, St. B. p Cancer 
Treatment Reviews (1981) J$, 27-50, beschrieben. Weitere Verfahren zur 
Herstellung von Liposomen zwecks Verkapselung von Wirkstoffen sind 
ebenfalls durch Barenholz et al. in Biochemistry, Vol 16, No. 12, 
2806-2810^ sowie in den Deutschen Offenlegungsschriften (DOS) 
28 19 855, 29 02 672, 25 32 317 und 28 42 608, in der US-Patentschrift 
4,053,585 und in der Europfiischen Patent anmeldung 36 676 beschrieben. 



Han 18st beispielsweise die Lipidkomponenten, 
z.B. Phospholipids, s.B. PhosphatidsSure, Lecithin oder 
Kephalin, und gegebenenfalls neutrale Lipide p z.B. Cholesterin, in 
einem organischen LSsungsmittel, z.B. Chloroform oder Benzol, auf. 
Kach dem Eindampfen bleibt eine hooogene Schicht, z.B. eine Film- 
schicht, der betref fenden Lipidkomponenten zuruck. Man dispergiert 
anschliessend die Lipidkomponenten in einer wassrigen Phase, welche 
den betreffenden Wirkstoff enthilt, z.B. durch Schutteln. Bei der 
anschliessenden Behandlung mit Ultraschall bilden sich unilamellare 
Liposomen, welch® den Wirkstoff verkapseln. 

Kach vielen bishsr bekannt gsrardenen Verfahren erhfilt man uSssrige 
Phosen swohl mit Mischungen von unilamellar en als such multilamellar 
ren Liposomen, wobei Struktur und Gr6sse dieser Liposomen zufSllig 
und kaum beeinflussbar sind und betrSchtlich variieren k5imen. 
TOssrige Phase mit iibewiegendem Anteil an unilaoellaren Liposomen 
erhSlt man bisher nur mit apparativ aufwendigen Herstellungsverf ahren, 
z.B. durch Ultraschallbehandlung, Dialysieren oder Gelf iltration. 
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Nach dem Verfahren der vorliegenden Erf indung las sen sich auf einfache 
Keise vissrige Phasen ait einem hohen bis fast quantit&tiven Anteil 
an unilamellaren Liposomen herstellen fl welche kleine unilaaell&re 
Liposomen (KUL) mit einem Durchmesser von ca. 200 - 600 & und gross e 
unilamellare Liposomen (GUI) mit einem Durchmesser von ca. 
600 - 3000 A enthalten k5nnen. Ein besonderer Vorteil des erfindungs- 
gemassen Verf ahrens besteht darin 0 dass man KUL und GUL von relativ 
einheitlicber Gross e erhllt und dass man das Mengenverhaltnis von 
KUL su GUL in der disperses Phase variieren kann. Mittels geeigneter 
Trennmethoden, z.B. Gelf iltration oder einer Ultrafiltrationszelle, 
kann man kleine von grossen unilamellaren Liposomen abtreunen. 



Die vorliegende Erf indung betriff t ein Verfahren zur Hers tel lung von 
unilamellaren Liposomen, dadurch gekerniseichnet, dass man 

a) ein Lipid der Forme 1 

|3 || m 
R_ -CH--C-CH--O-P-0-R , (A) , 

* 2 I 2 I 4 

wrin m null oder ein ist, einer der Reste R^ und R^ kasserstoff „ 
Hydroxy, Hiederalkyl mit 1-4 C-Atomsn und der andere Rest Alhyl P 
Alkenyl, Alkoxy oder Alkenylosy mit je 10-20 C-Atoarsa oder Acyloxy 
mit 10*50 C-Atcaen, R^ Kasserstoff oder Hiederalkyl mit 1*4 C-Atomsn 
und R^ Kasserstoff, Hiederalkyl mit 1-7 C-Atomen, einen Kohlehydrat- 
rest mit 5-12 C-Atomen oder 9 nenn R^ und R^ Kasserstoff oder Hydroxy 
und R^ Kasserstoff bedeuten, einen Steroidrest bedeuten, und ein 
geeignetes sus3t£liches Lipid und/oder eiue Fettsiure und ein geeigne- 
tes zusStzliches Lipid mit Ausnafame eines Sterins oder 

ein Lipid der Forme 1 A, norin m null oder eins ist 9 Rj und R^ unab- 
hangig voneinander Alkyl 0 Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit je 
10-20 C-Atomen oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R^ und R^ Kasserstoff 
bedeuten und gegebenenfalls ein geeignetes susStsliches Lipid 
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in w^ssriger Phase mit einem pH-Wert grosser als 7 dispergiert, oder 

b) ein Lipid der Formel A, worin tn null oder eins ist, einer der Reste 

und R 2 Wasserstoff, Hydroxy, Hiederalkyl mit 1-4 C-Atomen und 
der andere Rest Alkyl, Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit je 10-20 
C-Atomen oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R 3 Wasserstoff und R^ durch 
eine Aasnoniogruppe substituiertes Niederalkyl bedeuten, und gegebenen- 
falls ein geeignetes zus8t2liches Lipid oder 

ein Lipid der Formel A, worin m null oder eins ist, R^ und R 2 unabhln- 
gig voneinander Alkyl, Alkenyl oder Alkenyloxy mit je 10-20 C-Atomen 
oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, Rj Wasserstoff und R^ durch eine 
Annnonioniederalkylammoniogruppe substituiertes Hiederalkyl bedeuten, 
und ein geeignetes zusltzliches Lipid in t?Sssriger Phase mit einem 
pH-Wert kleiner als 7 dispergiert, und, wenn notnendig, die t?3ssrige 
Phase neutralisiert und, *?enn ewunscht, die erhalt lichen unilamellaren 
Liposomen anreichert und/bder abtrennt. 

Die weiter vorn und im f olgenden verwendeten allgemeinen Begrif fe 
haben im Rahmen der vorliegenden Beschreibung vorzugsveise die f ol- 
genden Bedeutungen: 

Verf ahren a) 

Niederalkyl Rj oder Rg mit 1-4 C-Atomsn ist SoB. berorzugt Methyl, 
feraer Aethyl 9 nrPropyX 0 oder n-Butylo 

Alkyl R^ oder R 2 ist vorsugs^eise n-Decyl, n-Undecyl, n-Dodecyl (Lauryl), 
n-Tridecyl, n-Tetradecyl (Myristyl), n-Pentadecyl, n-Hesadecyl (Cetyl), 
n-Octadecyl (Stearyl) oder n-Eicosyl (Arachinyl), ferner n-Heptadecyl 
oder n-Nonadecyl. 
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n-Heptadecyl oder n-Nonadecyl, 

Alkenyl R oder R 2 ist vorzugsweise 9-cis-Dodecenyl (Lauroleyl) p 
9-cis-Tetradecenyl (Myristoleyl) p 9-cis-Hexadecenyl (Palaiitoleinyl) , 
6-cis-0ctadecenyl (Petroselinyl) , 6-trans-0ctadecenyl (Petroselaid- 
inyl), 9-cis-0ctadecenyl (01eyl) p 9-trans-Octadecenyl (Elaidinyl) 
oder 9-cis-Eicosenyl (Gadoleinyl) , ferner 1-Decenyl p 1-Undecenyl p 
1-Dodecenyl, 1-Tridecenyl p 1-Tetradeceny 1 P 1-Peatadeceuyl, 1-Hexa- 
decenyl, 1-Heptadecenyl, 1-Octadecenyl, 9-cis-12-trans-Octadecadienyl 
(Linolyl), 9-trans-12-trans-0ctadecadieayl (Linolaidinyl) p 9-cis-12- 
cis-Octadienyl (Linoleyl) p 9-cis-ll-trans-13-trans-Octadecatrienyl 
(0-Elaostearinyl) P 9-cis-12-cis-15-cis-0ctadecatrienyl (Linolenyl), 
9- D 11- p 13- 15-0ctadecatetraenyl (Pari nary l) p l-Nonadecencyl p 
l-Eicosenyl p 5- p 11- p 14=Eicosatrieayl oder 5~ p 8- p ll-„ 14-Bicosa- 
tetraenyl (Arachidonyl) « 

Alkoxy R^ oder R^ ist vorsugsaeise n-Decyloxy p n-Dodecyloxy (Lauryloxy) 9 
n-Tetradecyloxy (Myristyloxy) p tr-Hexadecyloxy (Cetyloxy) 0 a-Octadecyl- 
oxy (Stearyloxy) oder n-Eicosyloxy (Arachinylosy) p femer ir-Undecyloxy, 
n-Tridecyloxy p n~Pentadecyloxy p xHleptadecylosy oder n-Honadecyloxy. 

Alkenyloxy R^ oder ist vorzugsneise S-cis-^Dodecenylosy (Lauroleyloxy) p 
9-cis-Tetradecenyloxy (Myristoleyloxy), 9-cis-Hexadecenyloxy (Palmito- 
leinyloxy) p fc-cis-Octadecenylosy (Petroselinyloxy) p 6-trans-Octadecenyl- 
oxy (Petroselaidinyloxy) p 9-cis-0ctadecenylosy .(01eylosy) p 9-trans- 
Octadecenyloxy (Elaidinyloxy) oder 9°cis*-Eicosenyl (Gadoleinyloxy) p 
ferner 1-Decenyloxy, l-U&decenyloxy p 1-Dcdecenyloxy, l-Tridecenyloxy p 
l-Tetradecenylosy p l-Pentadecetiyloxy p l-Hexadecenylascy, 1-Heptadecetiyl- 
oxy, 1-Octadecenyloxy, 9-cis-12-tran3-0ctadecadienyloxy (Linolyloxy) p 
9-trans-12-trans-0ctadecadienyloxy (Linolaidiayloxy) „ 9-cis-12-cis- 
Octadienyloxy (Linoleyloxy) p 9-cis-ll-trans-13-£rans-Octadecatrienyl- 
oxy (p-Elaostearinyloxy) p 9-cis-12-cis-15-cis-Octadecatrieoyloxy 
(Linolenyloxy), 9- p ll~ p 13- p 15-0cfcadecatetraenyloxy (Parinaryloxy) p 
l-Nonadecenyloxy P 1-Eicosenyl xy p 5- P ll- p 14-Eicosatrienyloxy der 
5-, 8-, 11- D 14-Eic satetraenyloxy (Arachid nyloxy). 
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Acyloxy R^ Oder Rj n "- t J e 1°~50 C-Atomen ist beispielsweise Alkanoyloxy, 
durch ein aromatisches Ringsystem 6ubstituiertes Aikanoyioxy oder 
Alkenoyloxy. 

Alkanoyloxy 11^ oder Rj ist vorzugsweise n-Deeanoyloxy, n-Dodecanoyloxy 
(Lauroyloxy) , n-Tetradecanoyloxy (Myri6toyloxy) , n-Hexadecanoyloxy, 
n-Hexadecanoyloxy (Palmitoyloxy) , n-Octadecanoyloxy (Stearoyloxy) oder 
n-Eicosoyloxy (Arachinoyloxy) , ferner n-Undecanoyloxy , n-Tridecanoyl- 
oxy, n-Pentadecanoyloxy, n-Heptadecanoyloxy oder n-Nonadecanoyloxy. 

Durch ein aromatisches Ringsystem 6ubstituiertes Alkanoyloxy oder 
R^ ist beispielsweise Pbenyl-n-alkanoyloxy, worin der Phenylrest sich 
in 40-Stellung des Alkanoylosyrests befindet, z.B. Pbenyl-n-butvryl- 
oxy, -n-pentanoyloxy, -n-hexanoyloxy, -n-beptanoyloxy, -n-octanoyloxy, 
-n-nonanoylosy, -n-decanoyloxy, -n-undecanoyloxy oder Phenyl-n-dodeca- 
noylosy, 3- oder 4-, vorzugsweise 4-Alkylphenyl-n-alkanoyloxy, worin 
der Alkylphenylrest sich in oJ-Stellung des Alkanoyloxyrests befindet, 
z.B. 4-n-Butyl-, 4-n-Pentyl-, 4-n-Hexyl-, 4-n-0ctyl-, 4-n-Decyl- oder 
4-n-Dodecylphenyl-n-butyryloxy, -n-pentanoyloxy-, n-bexanoyloxy, 
-n-octanoyloxy, -n-decanoyloxy oder -n-dodecanoyloxy, Pyren-l-yl-n- 
alkanoyloxy, worin der Pyrenrest sich in U>-Stellung des Alkanoyloxy- 
rests befindet, z.B. Pyren-l-yl-n-butyryloxy, -n-pentanoyloxy, 
-n-hexanoylosy, -n-octanoyloxy, -n-decanoyloxy oder Pyren-l-yl-decanoyl- 
oxy„ oder 6- oder 8-Alkylpyren-l-yl-n-alkanoylosy, worin der Alkyl- 
pyren-l-ylrest sich in W-Stellung des Alkanoylosyrests befindet, z.B. 
6- oder 8-Hiederalkyl-, s.B. 6- oder 8-Aethylpyren-l-yl-n-butyryloxy, 
-n-pentanoyloxy, -n-hexanoyloxy, -n-octanoyloxy, -n-decanoyloxy oder 
-n-decanoyloxy, oder 6- oder 8-n-Butylpyren-l-yl-n-butyryloxy, 
-n-pentanoyloxy, -n-hexanoyloxy, -n-octanoyloxy, n-decanoyloxy oder 
-n-dodecanoyloxy, oder 6- oder 8-Alkylpyren-l-yl-n-alkanoyloxy, z.B. 
6- oder 8-ir-Decyl-, -n-Dodecyl-, -n-Tetradecyl-, -n-Hexadecyl- oder 
6- oder 8-n-0ctadecylpyren-l-yl-n-butyryloxy, -n-pentanoyloxy, 
n-hexanoyloxy, n-octanoyloxy, -n-decanoyloxy od r -n-dodecanoyloxy. 
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Durch ein aromatisches Ringsystem substituiertes Alkanoyloxy R Oder 

R 2 ist vorzu 8sweise «-(4-n-Decylphenyl)-decanoyl e ^-(^es^i-yi)- 

butanoyl, V(Pyren-l-yl)-hexanoyl, 8- (Pyren-l-yl)-octanoyl, 10=(Pyren- 
l-yD-octanoyl, 6-(6- oder 8-Aethylpyren-l-yD-octanoyl, 6-(6- oder 

8-n-But y lpyxe n -l-yl)-hexanoyl und 10- (6- oder 8-n-0ctadecylpyren-l-yl)- 

decanoyl. 



Alkenoyloxy ^ oder R 2 ist vorzugsweise 9-cis-Dodecenyloxy (Lauroleoyl- 
oxy), 9-cis-Tetradecenoyloxy (Myristoleoyloxy) , 9-cis-Hexadecenoyloxy 
(Palmitoleinoyloxy) , 6-cis-0ctadecenoyloxy (Petroselinoyloxy) , 
6-trans-0ctadecenoyloxy (Petroselaidinoyloxy) , 9-cis-Octadecenoylosy 
(Oleoylosy), 9-trans-Octadecenoylmcy (Elaidinoylosy) oder 9-cis-Eico- 
senoyl (Gadoleinoyloxy) , feme? S-cis-12-trans-Octedieaoylosy (Linoloyl), 
9-trans-12-trans-Octadecadienoylosy (Linolaidinoylosy) , S-cis-12-cis- 
Octadienoyloxy (Linoleoylosy) , 9-cis-ll-trans-13-traas-Octadeca£rie- 
noyloxy (Linolenoyloxy) , 9~, 11-, 13-, 15-Octedacatetraenoylosy 
(Parinaroyloxy) , 5-, 11-, 14-Eicosatrienoylc*y oder 5-, 8-, 11-, 
14-Eicosatetraenoyloxy (Arachidonoyloxy) . 

Niederalkyl ^ nit 1-7 C-Atomen ist z.B. Methyl, Aethyl, Isopropyl, 
n-Propyl, Isobutyl oder n-Butyl, und kann durch saure Gruppen, z.B. 
Carboxyl oder Sulfo, basische Gruppen, z.B. Amino, Hiederalkylaaino, 
z.B. Methyl- oder Aethyl amino, Diniederalkylamiao, a.B. Disethyl- oder 
Dilthylamino, saure und basische Gruppen, z.B. Car boxy und Amino, wobei 
die Aminogruppe sich in a-Stellung zur Carboxylgruppe befindet, eine 
Triniederalkylammoniogruppe, z.B. Trimethyl- oder Trilthylaanonio, 
f reie oder veratherte Hydroxygruppen, wobei zeei veratherte Hydrosy- 
gruppen durch einen biralenten Kohlenwasserstoffrest, z.B. durch 
Methylen, Aethylen, Aethyl id en, 1,2-Propylen oder 2,2-Propylai, ndt- 
einander verbunden sein kSnnen, Balogen, z.B. Chlor oder Broa, Hieder- 
alkoxycarbonyl, z.B. Methoxy- oder Aethoxycarbonyl, oder durch Hieder- 
alkansulf nyl, z.B. Methansulfonyl, substituiert sein. 



Siibstituiertos Uiederalkyl ait 1=7 C-Atossn 1st vorzugsweis® 
?^5~*»5sy2£ads?slkyl „ 2.B. Cs?bc?fy5a??hyl „ ?~£BT"t»oTfy3t:fayl odes' 3=»C«r"hr«ry= 



a~propyl t Aaiaoniedsralkylt s.B, Aaiaoaethyl „ 2~Aainolthyl oder 
3-Aaiae-Q-prepyl „ N£@deralkylsmiacaiederalkyl 6 s.B, Wsfchyl- odor 
Aethylaainoasthyl, 2=Methylaaia©a'tflyl ©der 3=MethyXasiao~a°propyX , 
Diaiederalkylamiaoniedaralkyl,, s.S. Dimethyl- ©der Si&fchylamiaosnethyl „ 
2 -Dima thy 1 aain oa thy 1 edar 3=Diaathylsniino-£i=propyl 0 ^-Aaino-^=earboxy= 
niederalkyl, s.B. 2=Asflino=2~earboxy&thyl oder 3=Miao=3=carboxy=n=propyl s 
Triniederalkylssmoaiosiederal&yl, s.B. 2-Tr£aetayl~ oder 2~Triathyl~ 
asHBonioathyl oder 3~Tr£aeehyl~ ©dor 3-Tr£lthyl^ome~a~pr©pyl,, 
Hydroxyniederalkyl, s.B. 2~Bydr©syStbyl ©der 2 s 3~®ibydrsw£ypropyl 0 
Kiederalkoxyni®d<srslkyl 0 s.B. Kl©fca©sy= ©der AetaosyaettoyU 2-Mstaesr- 
Mtbyl eder 3=Metho£y-a=pr©pyl s Kiedssalkyleadiosyaiederalykls, s.B. 
2,3-Aethylendieicypropyl 2 o 3-=(2 5 2=?s-0pylen)=diosypropyl o ©der 
Halogeasi®d©ralkyX 0 s.B. Chi©* ©das Bress££byl 5 2-Chlor- ©der 2-Bros~ 
atbyl, 2° oder 3~Chl©r~ ©der 2- ©der 3~Brosr-a-propylo 

Ein Kohleahydratrast ait 5-12 C-Atessa 1st beispielsraeis s ein 
aaturlicher Moaosaecbsridsest,, der sicb wo eiaer als Aldose oder 
Ketose ^orliegeadea featos® ©der Hesose ableitet. 

Eiae als Aldose wsrlidgessd® ?<satese 1st s.B. D~Bibosa„ S-Asabiaose, 

I>=Xylo§is eder B=-Lyss@sc§o 

Eiae als SL©£@s© w*U«8«n*e Sgataiig £s£ s.B. B-Mbsjl©s© ©der 



Eiae als Aides© ^sl£cs§ead<g Besefie ist SoB. 3=All©a® 0 B=Alte©se s 
&-Gluco8e 9 S=Maaa@s© 0 D=Galaetose ©der B~Tal©§®. 
Eiae als Stetesa TOrliageade Hesese 1st s.B. XH-Psicose, B-?ructoM, 
D~Sorbos@ ©dar B~T©gatos©. 

Ein® Hestese liegt wrsuaawolsa. ia gykliseber Fosa wr 0 s»llo als 
Pyraaose (Aldose) e sJ. ©«3e* B-D-Glucwaoosa, e&ez als Fwobom. 
z'.B. a~ oder p-B-ffnictofwrmoM. Be* PyranMylwat 1st voreusBfei" 

durch die ia 1= oder 6-Stalluag wid der Furanosylrest dureh ia 1- oder 
5-Stelluag befiadliebe Hydrosygruppe ait ^ Fhospbat idylgruppe *er= 

estert o 
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Ein KohlehydratTest R^ mit 5-12 C- At omen ist ferner ein naturlicher 
Disaccharidrest, s.Bo ein aus swei Hexqsen gebildet&? Dis&ccb&?idrgs£ D 
der beispielsweise durch Condensation von zwei Aldosen, z.B D-Glueose 
oder D-Galactose oder einer Aldose, z.B. D-Glucose mit einer Ketose, 
z.B. Fructose, gebildet vird. Aus zwei Aldosen gebildete Disaccharide, 
z.B. Lactose oder Maltose, sind vorzugsweise iiber die in 6-Stellung des 
betreffenden Fyranosylrests befindliche Bydroxygruppe mit der 
Phosphatidylgruppe verestert. Aus einer Aldose und einer Ketose gebil- 
dete Disaccharide, z.B. Saccharose, sind vorzugsveise Qber die in 
6-Stellung des Pyranosylrests oder uber die in 1-Stellung des Furanosyl- 
rests befindliche Bydroxygruppe mit der Phosphatidylgruppe verestert. 

Ein Kohlehydratrest R^ mit 5-12 C-Atomen ist fero<sr ein deriv&tisierter 
Mono- oder Di sac char idrest, norin beispielsweise die Aid ehy dgruppe 
und/bder ein oder zwei endstSndige Bydroxygruppen su Csrboxy 1 gruppen 
oxydiert sind, z.B. ein D-Glucon-, D-Glucar- oder D-GlucoronsHurerest 9 
welche vorzugsweise als zyklische Lactonreste vorliegen. Ebenso konnen 
in einem derivatisierten Mono- oder Disaccharidrest Aldehyd- oder iCeto- 
gruppen zu Hydroxygruppen reduziert sein, z.B, Xnosit, Sorbit oder 
D-Mannit, oder Hydroxygruppen durch Wasserstoff, z.B, Desoxyzucker , z.B. 

2- Desoxy-D-ribose 5 L-Rhamnose oder L-Fucose, oder durch Amino grupp en, 
z.B. Aminozucker, z.B* XHGlucosamin oder D-Galactosamin, ersetzt 
sein. 

Ein Kohlehydrat R^ kaan ebenfalls ein durch Umsetzung eines der genann- 
ten Mono- oder Disaccharide mit einem starken Oxydationsmittel, z.B. 
Perjodsaure, gebildetes Spaltprodukt sein. 

Ein Steroidrest R^ ist beispielsweise ein Sterinrest, der ffber die in 

3- Stellung des Steroidgeriists befindliche Bydroxygruppe mit der Phos- 
phatidylgruppe verestert ist. 

Ein Sterinrest ist beispielsweise Lanosterin, Sitosterin, Koprostanol, 
Cholestanol, Glykoch Isaure, Ergosterin oder Stigmas t er in , vorzugs- 
weise Ch lesterin. 
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Wenn einen Steroidrest dsrstellt, sind und vorzugsweise 
Hydroxy und R 3 ist Wasserstoff. 

Eine Fettsaure ist beispielsweise cine gesSttigte oder ungesSttigte 
aliphatische Carbonsaure mit 4 bis 26, bevorzugt 10 bis 20,Kohlen- 
stoffatomen. 



Eine gesSttigte aliphatische Carbonsaure ist beispielsweise eine 
geradkettige aliphatische Carbonsaure mit 10 bis 20 Kohlenstoffato- 
men, z.B. Caprinsaure (C-10) , UndecansSure (C-ll), Laurinsaure (C-12), 
Tridecansaure (C-13) , Myristins3ure (C-14), PentadecansSure (C-15), 
Palmitinsaure (C-16), Margarinsaure (C-17) , Stearinslure (C-18) , 
Nonadecansaure (C-19) oder ArachinsSure (C-20). 

Eine gesattigte aliphatische Carbonsaure ist beispielsweise eine ver- 
zweigtkettige aliphatische Carbonsaure mit 10 bis 20 Kohlenstof fato- 
men, z.B. IsomyristinsSure (C-14), Isopalmitinsaure (C-16), Isostearin- 
saure (C-18) - 

Eine ungesattigte aliphatische Carbonsaure mit 10-20 Kohlens toff at omen 
hat beispielsweise eine gerade Anzahl vcm Kohlenstoffatomen und bis zu 
funf Doppelbindungen und ist beispielsweise MyristoleinsSure (C-14) , 
Palmitoleinsaure (C-16) , Palmitaleidinsaure (C-16), Fetroselinsaure 
(C-16), Oelslure (C-18), Elaidinsaure (C-18), Vaccenslure (C-18), 
Linolsaure (C-18), Linolelaidinsaure (C-18), LinolensSure (C-18), 
cis-Eices-5-ensaure (C-20), cis-ll-Eicosensaure, 11,14-Eicosadien- 
sMure, 11-, 14-, 17-Eicosatriens3ure, Arachidonsaure oder 5-, 8-, 11-, 
14-, 17-Eicosapentaensaure. 

Die betreffende Fettsaure kann in undissoziierter Form oder in Form 
eines Salzes, z.B. als Alkalimetall-, z.B. Natrium- oder Kaliumsalz, 
vorliegen. 
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Ein geeignetes zusgtzliches Lipid ist bei spiel roe is e sin Lipid dcr 
Forme 1 A„ norin a null oder eim ist, R^ und R^ unabh&ngig voneinander 
Alkyl, Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy ait je 10-20 C-Atoaen oder 
Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R 3 Wasserstoff und R^ Hasserstoff oder 
Niederalkyl mit je 1-7 C-Atomen, einen Kohlehydratrest mit 5-12 C-Ato- 
men oder einen Steroidrest bedeuten. 

R^, R 2 und haben die weiter vorn genannten Bedeutungen. R^ ist 
ausserdexn durch Triniederalkylammonio, z.B. Trimethylammonio, substi- 
tuiertes Niederalkyl, z.B. 2-Trimethylammonioathyl (Cholinyl). 

Ein geeignetes zusatzliches Lipid ist vorzugreeise ein Lipid der For- 
mel A, wrin R^ und Rj Acyloxy 5 R-j Hasserstoff und R^ 2-Trimetbyl- 
amnonioSthyl oder 2- Aminos thy 1 darstellen. 

Ein solches zus&tzliches Lipid ist s 0 3« ein natHrliches Lecithin, 
z.B. Ei-Lecithin oder Lecithin aus Sojabohnen^ nean R^ 2-Trimethyl- 
anmonio&thyl bedeutet, und ein naturliches Kephalin, z.B. Ei-Kephalin 
oder Kephalin aus Sojabohnen, nenn R^ 2-Aminoathyl bedeutet. 

Ausserdem sind als zusatzliche Lipide synthetische Lecithins 
(R^ = 2-Tristethylasmonioathyl) und synthetische Kephaline 
(R^ = 2-Aminoathyl) der Pormel A bevorsugt, war in R^ und R^ identische 
Acyloxyreste, z.B. Lauroyloxy, Oleoyloxy, Linoylosy, Linoleoyloxy oder 
Arachinoyloxy bedeuten, z.B. Dilauxoyl-, Dimyristoyl-, Dipalmitoyl-, 
Distearoyl-, Diarachinoyl-, Dioleoyl-, Dilinoyl-, Dilinoleoyl-, oder 
Diarachinoyllecithin oder -kephalin, R^ und R^ verschiedene Acyloxy- 
reste, z.B. R ]L Palmitoyloxy und Rj Oleoyloxy, z.B. l-Palmitoyl-2- 
oleoyl-lecithin oder -kephalin, R^ und Rj identische Alkozyreste, z.B. 
Tetradecyloxy oder Hexadecyloxy, z.B. Ditetradecyl- oder Dihexadecyl- 
lecithin oder -kephalin, Rj Alkenyl und R 2 Acyloxy, z.B. ein Plasma- 
logen (R^ = Trimethylammoni 3thyl), oder Rj Acylosy, s.B. Myristoyloxy 
oder Palmitoyloxy, und Hydroxy, z.B. ein natiirliches oder 
synthetisches Lys lecithin oder Lysokephalin, SoB. 1-Myristoyl- oder 
1-Palmit yllysolecithin oder -kephalin, und Hasserst ff darstellen. 
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Ein geeigaefces gusltsliehea Lipid ist feraer ein Lipid der FeraeX A, 
w>ria a eias ist, R^ Al&esjyl, R^ Aeylcsaide,, R^ ftaaoeroteff ond R^ 
einen 2~TriaethylasEB»nioMthyl~Re0t (CholiareaO darstellea. Eia 
solches Lipid ist untGe dea Wm@a Sphiagcayelia bskanne . 

Eia geeignetes gusMtsliehes Lipid ist ausserdo gib Lysolecithia= 
Analoges,, s.B. l-Lsureyl-lpS-propaadioX-S-phospborylebolin,, eia 
Monoglycerid, z.B. Monoolein oder Moacmyristin p ein Cerebrosid, ein 
Gaagliesid eder eia Glycerid 0 Celebes keia® freie odes veratberte 
?hespbe?yl° oder ?bespboaylgruppe in 3~St®llung eafchilt. Ein solches 
Glycerid ist beispielsweise eia Diacylglycerid oder X~Alkeayl~l- 
hydrosy~2~aeyXglyeGrid mit dea geasaatea Aeyl- bss?. AXkeaylgruppen, 
woria die 3~Bydrexygruppe dueca siaea dor geaanatea Soblehydratr®6te s 
s.B. eiaea Galsceoaylzaat, verttaert ist, s.B. eia ESoaogalactosyl- 



Ein susatzliches Lipid ist ferae? eia aeufcrales Lipid, welches la Zell- 
aesabraaen eathalten mid arar ia apolarea ergaaischea XSnaagsmitteln, s.B. 
in Chiorofora, loslicb ist. Beufcsale Lipid® siad beispielsneise 
Steroids, s.B. Oestradiol oder Steria® p s.B. Cholesteria, B=Sito~ 
steria, Desaegfceria, 7=Ke£e=Ca©Xest©ria oder B=CnoX®staaoX t fattr 
losliebe Vitesaia©, s.B. Vitasia A, s.B. Vitsaia ^ ©der Aj, Vifcsaia B s 
Vitaaia Kg s.B. Witcm.fi ©iesr ^iesaia I> 2 esSer Bg, @der ©ia 
beliebiges ?£©t©ia. 

Berorsugt eafcMlt die ^3s@ri§e Bispersiea eia Lipid der ForaeX A, 
woria a eias 1st, ^ AXkyl, s.B. a°Bod©cyX (LauryX), a-Srideeyl , 
n-Tetradecyl (MyristyX), a=?eataeedyl „ a-Hexadeeyl (CetyX) 0 a-Hept®= 
decyl ©der a~OetadeeyX (StearyX), AXkosjy, s.B. a=3eaeeyX®sy (LararyXesy) , 
n~T©trad@cyXoxy (MyristyXesy) , n-Hesadecylosy (SotyXosy) , ®^®r 
n~Oetadecyloxy (SfcearyXexy) , Aeylesy, s.B. Lauxoylasy, SJyrisseeyXosy, 
Palaiteylexy eder Stearoylexy, R g HE^eratoM ©der Hydresy, R3 Hasser- 
stoff Oder MederaXkyX, s.B. Mefcbyl, uad ^ Uassereteff, Hiedaralkyl, 
z.S. Methvl oder AethyX, Kiederalfcyl grabstituiert durch saure mid 
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basische Gruppeu, z.B. Carboxy und Amino, z.B. tu-Amino-W-carboxy- 
niederalkyl, z.B. 2r-Amino-2-carboxy2thyl oder 3-Asaino-3-ca*bo3zy-n- 
propyl, Hydroxyniederalkyl, z.B. 2-Hydroxy3thyl oder 2,3-Hydroxy- 
propyl, Niederalkylendioxyniederalkyl, z.B. 2,3-Aethylendioxypropyl 
oder 2,3-(2,2-Propylen)-dioxypropyl, Halogenniederalkyl, z.B. 2-Chlor- 
oder 2-Bromathyl, einen Kohlehydratrest ait 5-12 C-Atomen, ZoB. 
Inosit, oder einen Steroidrest, z.B. ein Sterin, z.B. Cholesterin 
bedeuten, und ein zusatzliches Lipid der Formel A, worin R^ und TL^ 
Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, 
Wasserstoff und R^ 2-Trimethylansnonioatbyl oder 2-AminoItbyl bedeu- 
ten. Die wassrige Dispersion kann auch bevorzugt ein Lipid der Formel A, 
worin Rj und R 2 Acylosy, z.B. Lauroyloxy, ttyristoylasy, Palmitoyloxy 
oder Stearoyloxy, R^ Wasserstoff und R^ Wasserstoff bedeuten, und 
gegebenenf alls ein susStzliches Lipid der Formel A, worin R^ und R^ 
Acyloxy, z.B* Lauroyloxy, Myristoyloxy, Palmitoylosy oder Stearoylosy, 
R 3 Wasserstoff und R^ 2-TriffiBthylammDnioIthyl,, 2-AminoIthylj, Hieder~ 
alkyl substituiert durch saure und basische Gruppen, s.Bo Carbosy und 
Amino, z.B. t^Amina-u^carboxyniederal&yl, s.B. 2-Amino-2-carboxyathyl 
oder 3-Amino-3-carboxy-n--propyl 0 oder einen Kohlehydratrest mit 5-12 
C-Atomen bedeuten, z.B. Inosit oder ein Honoglycerid, s.B. Mono ol ein 
oder Monomyristin, oder ein Sterin, z.B. Cholesteria, enth&lten. 

In erster Linie enthalt die t&ssrige Dispersion sine Lysophosphatid- 
saure, z.B. eine natiirliche LysophosphatidsSure, s.B. Ei-Lysophospha- 
t id saure, oder eine synthetische Lysophosphatidslure, s.B. 1-Lauroyl- , 
1-Myristoyl- oder l-PalmitoyllysophosphatidsSure, ein Lysophosph&tidyl- 
serin,* z.B. ein natiirliches Lysophosphatidylserin, 2oB. Lysophosphatidyl- 
serin aus dem Rinderhirn, oder ein synthetisches Lysophosphatidylserin, 
z.B. 1-Myristoyl- oder l-Palaitoyllysophosphatidylserinj, ein Lysophos- 
phatidylglycerin oder ein Lysophosphatidylinositol und sua&tzlicb ein 
Lecithin, z.B. ein naturliches Lecithin, z.B. Si-Lecithin, oder ein 
Lecithin mit gleichen Acyl xygruppen, s»3. Diayristoyl- oder Dipalai- 
toyllecithin, ein Lecithin ait verschiedenen Acylosygruppen, SoB. 
l-Palmitoyl-2-oleoyllecithin, oder susltzlich ein Keph&lin, s.B. ein 
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naturliches Kephalin 0 s<>3, Ei-Kephslin, oder ein Kephalin ait verschie- 
dene? 1 Acyloaryemppen. 2. Bo l~P&laitcyl a 2-ol2oylkj2phalino 

In erster Linie kann die H&ssrige Dispersion aucb eine naturliche 
Phosphatidsaure s z.Bo Ei~PhosphatidsMure p eine synfchetische Phosphatide 
saure, s.B. DilauroyX-, Disiyristoyl-p Dipalsitoyl~ oder l-Palmitoyl-2- 
oleoylphosphatids&ure P und gegebenenfalls gusMtzlich ein Lecithin, 
Z0B0 ein naturliches Lecithin, 2oB„ Ei~Lecithin 9 ein Lecithin mit 
gleichen AcyXoxygrupp£n 0 s.B, Diiayristoyl- oder Dipalmitoyllecithin, 
oder ein Lecithin ait vsrsehiedeaea Acyloxygtuppen D s.B. l-Palmitoyl~2- 
oleoyllecithin 8 oder ain Rephalia 5 S0B0 ein a&tOrliches Kephalin, s.B- 
Ei~K©phalia oder Gin &ephalia mit ^emchiedeaen Acylexygruppen,, 2<,B. 
lH?&Xsdtoyl~2=ol©eyXlteph&lin<> odsr ©in Phosphatidylserin, g„B. ein 
a&fcfirlieheg Pbospbatidylserin, s^Bo Phosphatidyl serin sus des Kinder- 
hira 8 ©dear miu synthesis ehes Phosphatidyls eria, g„Bo Dipalaitoyl- 
phosphatidylseria 0 ein Sfoaoglyceridj, SoB„ Hoaoolein oder Kononxyristin, 
oder ein Sterin, SoB» Cholesterin, enthalten. 

Zur BersteXXung von unil&seXXaren Liposomen stellt aan sunlchst sine 
hoaogene Schicht der Lipidkomponenten here Die Herstellung der homogenen 
Schicht k&an in as si eh be&santer Heise erfolgen und ist ^eiter 
hinten is* Afegehaitt ^Sars&aXXuag de^ bsaogeaen Schieht der Lipidkompo- 
nenten" b®§ehri©boa 0 

Die hemogea© Sehieht iispergiert asa in *?lssriger Phage und ©rhBht 
aasehlisssead don pB-ftert v@a solchen ^issrigen Pha$ea s *?oria aur 
eine Lipid&eapoaeat©, s.B. reine Phosphatidsaure P dispergiert ist, 
big auf ca c 12 0 beversugt bis anf ca. 9 bis 11 . Dies erfolgt beispiels- 
weise durch Zugsbe von physiolegisch saaehabaren, basischen Losungen, 
s.Bo verdihmter ^issriger, c&. 0 9 01 0 0,2 H, insbesondere ea* 0 S 1 W 
Natriuahydroxid- odsr toliuabydresdd-LSsuag, uater glaiehseitiger 
R atrolle des pB~Uests 0 sJ« durch Tupfelprobe oder sia poster* In 
vassrigea Phasen, worin aehrere Lipidkosaponenten, 2oB« Phoph&tidsSure 
und Lecithin, dispergiert sind, reicht eine Erhohung des pB-tterts auf 
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ca. 8-9 aus. Han kann diesen pH-Bereich ebenfalls durch Zugabe von 
nassrigen Basen, z.B. verdunnter H&tronlauge ©der SLalilauge, unter 
gleichzei tiger pH-Kontrolle oder durch Zugabe von Pufferlosung, z.B. 
Fhosphatpufferlosung mit einem geeigneten pH-Wert von 7 bis 8, ein- 
stellen. 



In einer bevorzugten Ausfuhnmgsfors dispergiert msn die hcmogene 
Schicht der Lipidkompotienteti in wassrigen Phasen mit einem pH-Wert 
grosser als 7, z.B. in pbysiologisch annehmbaren, basischen LSsungen, 
z.B. in verdunnter wassriger, ca. 0,01 - 0,2 H, insbesondere 0,1 H 
Natriumhydroxid- oder Kaliumhydroxid-Losung. Eine Lipidkomponente 9 
z.B. reine Phosphatidsaure, dispergiert man in wassrigen Pbasen mit 
einem pH-Wert bis ca. 12, bevorzugt ca. 9 bis 11. Hehrere Lipid- 
komponenten 0 z.B. Phosphatidslure und Lecithin, dispergiert man in * 
nassrigen Phasen mit einem pH-Wert von ca. 8 bis 9o 

Verf abren b) 

Fur ein Lipid der Forsel A, norin m null oder eins ist, einer der 
Reste Rj und R 2 Wasserstoff , Hydroxy, Hiederalkyl mit 1-4 C-Atomen 
und der andere Rest Alkyl, Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit je 
10-20 C-Atomen oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R^ Wasserstoff und 
R^ durch eine Ammoniogruppe substituiertes Hiederalhyl bedeuten, haben 
R^'und Rj die we iter vorn unter Verf ahren a) gen&aaten Bedeutungeao 

Durch eine Ammoniogruppe substituiertes Niederalbyl R^ ist beispiels- 
neise durch eine Xriniederalkylaamoniogruppe 9 s.B. Trims thy 1- oder 
Trilthylammonio, substituiertes Hiederalkyl , z.B. 2-Trimetbyl- oder 
2-TriI thy 1 ammoniol thyl . 

Fur ein Lipid der Forme 1 A, uorin m null oder eins ist, R^ und R^ 
unabhangig voneinander Alkyl, Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit 
je 10-20 C- At omen oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen „ Rj Hasserstoff 
und R^ durch eine AicmonicniederalkylasEBoni gruppe substituiertes 
Kiederalkyl bedeuten, haben R^ und Rj die neiter vorn unter Verfahren 
a) genannten Bedeutungen. 



- 16 - 



Durch eine AnHnonioniederalkylannnoniogruppe substituiertes Kiederalkyl 
ist bei6pie]sweise 2-[N,N-DiniederaIkyi-N-(2-fr »N ! t w ? -criniederalkyi- 
anmonioathyl)-airanouio]-2£thyl, z.B. 2-[N\N-Dimethyl-N-(2-N l ,N f pN'-tri- 
tnethylamraonioathyU-anmonioJ-athyl. 

Ein geeignetes zusatzliches Lipid ist eins der veiter vorn unter Ver- 
fahren a) genannten zusStzlichen Lipids. 

Bevorzugt enthSlt die wassrige Dispersion ein Lipid der Forael A, worin 
m eins ist, Rj Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myrietoyloxy, Palmitoyloscy oder 
Stearoyloxy, Hydroxy* R^ Wasserstoff und R^ 2-Trimethylsnmonioathyl 
bedeuten, und ein zu6Stzliches Lipid der Formal A, vorin Rj und R^ 
Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, Palmitoylosy oder Stearoyloxy , 
Wasserstoff und R^ 2-AminoSthyl oder 2-Trimethylammonio2thyl bedeu- 
ten. Die wassrige Dispersion kann auch bevorzugt ein Lipid der Fonnfil A, 
worin R 1 und R 2 Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, Palmitoylaxy 
oder Stearoyloxy, R 3 Wasserstoff und R £ 2-[N s Ba-DiBethyl-N-(2-N , ,N' ,N f - 
trimethylanmonioathyl)-ammonio]-athyl bedeuten und gegebenenf alls ein 
zusStzliches Lipid der Formel A, worin Rj und R £ Acyloxy, z.B. Lauroyl- 
oxy, Myristoyloxy, Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, 1^ Wasserstoff und 
R 2-Aminoathyl oder 2-Trimethylasimonioathyl bedeuten, enthalten. 

In.erster Linie enthfilt die wassrige Dispersion ein Lysophosphatidyl- 
cholin (Lysolecithin) und ein naturlicbes Lecithin, z.B. Ei-Lecithin. 
In erster Linie kann die wissrige Dispersion auch ein Pho spha tidy 1-2- 
[N,iH)isietbyl-»-(2-S& ? ,H ? p W , -trimethylaxamonioathyl)«annnonio]-athyl- 
chlorid und gegebenenfalls ein natSrliches Lecithin, z.B. Ei-Lecithin, 
enthalten* 

Zur Herstellung von unilamellaren Lipo somen stellt ©an zunachst eine 
homogene Schicht der Lipidkomponenten, s.B. Lysolecithin oder Phophati- 
dyl^-E^N-Dimethyl-W-U-N' ^N 1 ,N T -trimethylammoni athyl)-aBsnonio]- 
athylchlorid, her. 
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Die Herstellimg der horaogenen Schicht kann in an sich bekannter Weise 
erfolgen und ist we iter bin ten io Abschnitt "Herstellung der, homogenen . 
Schicht der Lipidkomponenten" beschrieben. 

Die homogene Schicht dispergiert man in wissriger Phase und erniedrigt 
anschliessend den pH-Wert bis auf ca. 1 oder darunter unter gleich- 
zeitiger Kontrolle des pH-¥erts 9 z.B. durch Tupfelproben oder ein 
pH-Meter. Dies erfolgt beispielsweise durch Zugabe von physiologisch 
annehmbaren Sauren, beispielsweise verdunnten w3ssrigen Mineral sauren, 
z.B. verdunnter vassriger Schwefelsaure, Sals saure oder Phosphor saure. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform dispergiert man die homogene 
Schicht der Lipidkomponenten in wassrigen Phasen ait einem pH-ttert von 
ca. 1 oder Werten darunter, z.B. in verdunnnten wlssrigen Mineral = 
sSuren, z.B. verdOnnter v&ssriger Sch&efelslure, S&lzs&ure oder 
Phosphorsaure unter gleichzeitigez Kontrolle des pH-Werts. 

Eine anschliessende Keutralisierung der nassrigen Phasen ist notven- 
dig, wenn man zuvor den pH-Wert der vassrigen Phase gemlss Verfahren a) 
auf Werte hoher als 8 oder gemass Verfahren b) niedriger als 5 einge- 
stellt hat. Dies erfolgt, urn unmittelbar nach der pH-t?ert Erniedrigung 
oder Erhohung eine Zerstorung des Wirkstof f s und/oder der Liposomes 
unter basischen bzw. sauren Bedingungen zu vermeiden. Die basisch 
gemachte nassrige Phase neutralisiert man mit einer geeigneten physio- 
logisch annehmbaren Saure oder einer Puffer 16 sung, z.B. Pbosphatpuffer- 
losung mit einem pH-Kert von 7 bis 8. Geeignete Sauren sind b ei spiel s- 
weise die veiter vom genannten verdunnten nSssrigen Mineral sauren 
sowie scbwache organische Sauren, z.B. Aaeisensaure oder Essigsaure. 
Die saure wassrige Phase neutralisiert man durch Zugabe von vSssrigen 
Basen, z.B. verdunnter vassriger Natrium- oder Kaliumhydrosid-LSsxing. 
Man neutralisiert unter gleichzeitiger Kontrolle des pH-Herts. 

Die Lipide sind in Konzentrationen bis uber 70% in der wSssrigen 
Phase dispergiert. Der Konzentrationsbereich von ca. 1Z bis ca. 20Z 
ist bevorzugt. 
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Man arbeifcst swecbaassigeryeise b<si Rsuatempsroeus ode? hBhsrea T<^= 
nuMfat-urian. z.B. bis ea. 60°C. Falls ©s die Ernnf indliehkeit <3 

5" * 

kapselnden &irksto££s verlangt, fGhrt aan das Verfahroa uater Ktihlen 
und gegebenenf alls in einer XnertgasatmosphSr<a s g,B, Stickstof f atmos- 
phere, durcha 

SoHohl txach Verfahren a) als auch naeb verfahren b) findet die Bildimg 
von unilamellaren Liposoeten spout an (spontaneous vesiculation) s dob. 
ohne susatsliche En^rgiezufubr von aussen und mt grosser Geschwindig- 
keit 0 statt« 

Die naeb V©r£&bren a) uad b) ©rblltXichas unilgsellaren Liposoaen sind 
in ^Mssriger Pbag® ral&tiv langca st&bilo Beispielswsise bleiben usi~ 
lmellsr& Lipesea©a bestobsad ots Ei~Fbospha£idsaur<£ ©der Ei-Pbospbatid= 
saure und Ei-Leeitbia ia ^Ess©rig©r Fbaa® b<ai 4°C gsl&gert aebr sis 
14 Tage lang gt&bil, Hlssrig® ?bas@s @i£ arfindungsgelgs berstellbaren 
unilaaellaren Liposeaen kSaa@n aaeb d©a ia day Eureptisebea latent- 
axsoelduag 0 065 292 angsgebenea Verf ahr©a lagenmgsflbig geaacbt 
Harden, 

Die erfolgte Bilduag von unil^ellsrsa Upose^n uad &hr Gebalt in 
vlssrigar ?bas<a laosc^a sieb ia m sieb boksnatar Beis© aabsod wr= 
S cbied<mar HuaratteAn, s,lo ^fcioeb is* llAttsomdkwstaip, iuxch 
i.nbrotinas ia d« analytiscbm HlMStttsiSiiS^"* ^ all^m 

jteeskopiseb. Solo ia KQSBMWnsBttsspaktwa (V ^ aacb ~ 
veieea. So geb©n b*i8pi«l«rais* seb&rfe Signal© ia K©rar©sonaa2- 
gpskmsa sin&a Hisweis &u£ ®*£©2g£© Bildung von kl&incm uniX^mallaren 
Lipos©s@n 0 9®r Aateil &n gebildetsa kleiaaa uailaaellsroa Lipogoaen 
ia Systea kann au© dar Xateasifclt d<sr Signals b&reebaat ws?den. So 
isfc ia Protoosn^KasarcsoaaasspekeOTai eia seb&rfes Metbyl^asignal bei 
£o i 5 28 ppm uad <aia seharfes Bfcsthylsiga&l b@i 6° Q 0 W ppa £0r kleine 
unilssellar© Lipose&ea, walcbe aug Pbosphafcids&ur© g©k£ld<££ warden » 
charakteristischo Kleiae. unilaaellsTO Liposonra 0 ^elebe aus ?bosphatid- 
sau^s und Lecithin bestahea, seig^n ebsafalls das Mefcbylea- und das 
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Methylsignal bei 1,28 und 0,89 ppm und zusStzlich ein Methyl- 
signal bei S a 3 P 23 ppffl p welches der Trimathylammoniogruppe des 
Lecithins zugeordnet wird. 

Die Grosse der gebildeten unilamellaren Liposomen ist u.a. von der 
Struktur der Lipidkomponenten, dem MischungsverhSltnis der Lipidkcmpo- 
nenten 9 der Konzentration dieser Lipidkonxponenten in der vSssrigen 
Phase und von der Menge und Struktur des zu verkapselnden Wirkstoffs 
abhangig. So kann man beispielsveise durch Variation der Konzentration 
der Lipidkomponenten w2ssrige Phasen mit einem hohen Anteil an kleinen 
oder grossen unilamellaren Liposomen herstellen. Beispielveise nird 
durch Zugabe von Ei-Phosphatidsaure zur dispersen Phase der Anteil 
an kleinen unilamellaren Liposomen (KUL) erhoht. Der Anteil von GUL in 
einer dispersen Phase lisst sich auch durch Zusatz von Salzen, z.B. 
WaCl oder KC1 erhohen. Der Durchmesser der beispielsveise aus Phospha- 
tidsaure oder PhosphatidsSure und Lecithin gebildeten KUL betragt ca. 
200 * 600 &. Das Einschlussvolumen fur KUL von dieser Grosse betragt 
ca. 0,5 bis 1 1 pro Mol eingesetzter Lipidkomponente. 

Zusatzlich zu KUL enstehen auch grosse unilamellare Liposomen (GUL- 
Durchmesser bis zu 50,000 K) « Diese schliessen grossere Volusdna pro 
Hoi eingesetzter Lipidkomponenten ein und eignen sich zur Verkapselung 
mi f bSberer Ausb&ute und sum Einschluss von volumin5sen Haterialien, 
Bo Viren, Bakterien oder Zellorg&nellen. 

Die Trennung der KOL von GUL erfolgt mittels herkommlicher Trennmetho- 
den, z.B, Gelf iltration, z.B. mit Sepharose 4B als TrSger, oder durch 
Sedimentation der GUL in der Ultrazentrifuge bei 160,000 s g. Beispiels- 
weise setzen sich nach mehrstiindigem, ca. dreistiindigem, Zentrifugie- 
ren in dies em Schwerefeld die GUL ab, nahrend die KOL dispergiert 
bleiben und dekantiert werden kSnnen. Kach mshrmaligen Zentrifugieren 
erreicht man eine vollstandige Trennung der GUL von KUL. 
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Auch durch G<el£ iltratioa kaan aaa all® ia der w&ssrigea Phase befiad- 
lichen LipososKaa mit eiaem Durcf^esser grosser sis 600 ft 0 2 0 Bo GUL 
oder multilsmellare Liposomea, some nicht verkapselte Wirkstoffe uad 
uberschussige, dispergierte Lipids abtreaaea uad so eiae wassrige 
Phase mit einer Fraktioa KDL voa relativ eiaheitlicher Grosse. 
erhalten. 

Die erfinduagsgesa&ss erhiltlichea Liposcaea (KUL uad GUL) sind geeignete 
Tragersysteae, welch© ia ^Issriger Phase gur Solubilisierung voa 
lipophilea Stof£ea 0 g.B. f ©etlosliehea Fsrbste££ea 0 sur StabiXisieruag 
von hydrolyseempfiadliehea S£offsa 5 s 0 B 0 Prostaglaadinen 0 sua Eia- 
schluss voa Schldlia§sb<£klap£uagsaittela 1 > 2. Bo sur Veranderuag des 
WirkungsprofiXs voa DichlorphoSj, zim Eiasehluss voa ^shruagsaittel- 
susatsea, SoB„ gsyeeka Assderuag des &dsorptioasverh&Xt®ns voa Vitamiaea 
oder Farbstoff©a 9 oder gur Einschleusung voa vsrkapselten Uirkstof fen fl 
Enzyaien, Aatikorpera^ Heraoaea, Geaea fl Virea, Vitamaen oder ZeXX- 
orgaaellen ia die Z©XXea eiaer Zsllkultur verweadet werdea koanea 0 

Wassrige Phasen, nelche die erfindungsgemass erhaltlichen Liposome mit ver- 
ka?seltenWirkst©££ ea ea£h&Xtea 9 siad Verabreichungssyste@g a welche sich s 
gegebenenfalls aae& Soagestrieruag ©der XsoXieruag der Liposomea^ gj. 
durch Ultraseafiriftagieroao su fcfcuarapeutisehea Zt?eekea fur di© oral© 
(p,o,)s> parenfcGr&lG (Lv os io©o oder i o p 0 ) oder topik&Xe ?er&breichuag 
eigaea 0 

Bei oraXer Verabraichung koanea Verabreiehuagssysteae <auf Liposoaen- 
ba? is einsn Wirkst@ff 0 beispieXsweis© Xnsulia 8 dm im ^erdauimgstrakt 
unbestandig ist 5 schiitsen oder geiae Resorptioa verbessara 0 Fur die 
orale Verabreichuag kaaa die Lipoeeaea-haXtige wassrige Phase ait 
pharraazeutisch uabedeakXiehen VerdunnungsmitteXa oder Trlgera ©der ait 
iiblichea Zusltzea 0 SoB* Farbstoffea oder Gesehsaeksst ffea 9 veraischt 
und aXs Sirup oder ia Fora von Kapsela verabreicht nerdeao 
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Bci parenteraler Verabreichung konnen Verabreichungssysteme auf Lipo- 
somcnbasis beispielsweise die Verweilzeit z.B. von Desferrioxaroin, 
siche Guilinette R.A« et al., Life Sci. 22 (4) 313-320, 1978, oder 
Gentamycin, siche Scheld W.M. et al., Clin. Res* 26, No. 1, 59 A, 
1978, in einexn Organisinus verlangern. Ebenso wird die Verweilzeit von 
verkapselten Chelatbildern, z.B. EDTA (Aethylendiamintetraessigsaure) , 
in Organismen verlangert, so dass man durch Chelatbildung Schwermetalle 
besonders aus Leber, Mils oder Nieren entfernen kann, siehe Rahmann et 
al., Science, Vol* 180, 300-302, 1973, und J. Lab. Clin. Med. 640-647, 
1974. Mit Verabreichungssystemen auf Liposomenbasis kann man tfirkstof- 
fe im Hyokard anreichern, siehe Landesmann et al.. Science Vol. 198, 
737-738, 1977. An t i inf lamrna tor is ch tfirkende Stoffe, z.B. Cortisol, 
siehe Nature 271, No. 5643, 372-73, 1978, oder Proteaseinhibitoren, 
siehe Anal. Biochem. 89, No. 2, 400-07, 1978, kann san in der Gelenk- 
f liissigkeit und Cytostatika in Tumorgewebe, siehe Uebersichtsartikel 
von Kaye St. B., Cancer Treatment Reviews 8, 27-50, 1981, und die 
vielen darin zi tier ten Literaturstellen, anreichern. Hanche Chemo- 
ther apeutika in der Krebstherapie sind weniger toxisch und besser 
vertraglich, wenn sie in Liposoaen verkapselt verabreicht werden, z.B. 
liposomverkapseltes Actinooycin D, siehe Rahman et al., Proceedings 
of the Society for Experimental Biogoly and Medicine 146, 1173-1176, 
1974, Methotrexate siehe Lesermann L.D. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 
77, No. 7, 4089-93, 1980, Vinblastin, Daunomycin oder Cytosin- 
Arabinosid, siehe Mfflilensiepen et al., Cancer Res. 41, Nr. 5, 1602-07, 
1981. Liposomen kBnnen zur Einschleusung von Uirkstoffen, z.B. Enzyaen, 
Peptidhormonen, Genen oder Viren in das Cytoplasma von Zellen in leben- 
den Organismen, z.B. zur Einschleusung von Asparaginase, siehe Ueber- 
sichtsartikel von Finkelstein M. und Weissmann G. , Jo Lipid Research, 
Vol. 19, 1978, 289-303, von Amyloglucosidase, siehe Gregoriadis G. 
und Ryman B.E., Eur. J. Biochem. 24 (1972), 485-491, oder Neuromi- 
nidase, siehe Gregoriadis et al., Biochem. J. (1974) 140, 232-330, 
zur Verankerung spezifischer Erkennungsmolekule, z.B. aonoklonaler 
Antikorpcr, zwecks zielgerichteter Einschleusung in dcfinierte Ziel- 
zellen, siehe Leserman et el.", Nature 293 (5829), 226-228, 1981, zur 
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Inanunst Imulation als Ad ju vans bei Xmpfungenp s.B. gegea Leishmaniases 
siehe New R.R.C. et al. Nature 272 (5648) 55-56 0 1978, oder zur indu- 
zierten Freisetzung von Wirkstoffen durch Signals Hie Xetnperaturerho- 
hungen, z.B. in entzundetem Gewebe fl oder pH~Wcrt Aenderungen verwen- 
det werden. FUr die parenterals Verabreichung kSnnea die kongeatrierten 
oder isolierten Liposcaen in einer geeigneten TrMgerflussigkeit, bei- 
spielsweise in sterilea destilliertea Wasser oder in physiologiscber 
Kochsalzlosung, suspendierfc werdea* 

Herstellung der hoaogenen Sehicht der Lipidkoaponenten 

Die Herstellung der hoaogenea Scbicbt der Lipidkoaponenten kann in an 
sich bekannter Heise ©rfolgesu Beispiels*yeige 15@t man stmachst das 
Lipid oder Lipidgeaiscb &®s F@meX A 0 goBo reiaca !£-Phosphat£dsaure 
oder ©ine MiscSnrag aias 2i~Fh@spha£idsIixre wd Si-Leeithia, gegeben en- 
falls unter £usisehuag sines Xipophilsa Hirks£offs D g 0 B 0 Proteins, 
das bei der Bilduag der Lipogoaea in der Lipidschichts> eingeschlossen 
^ird 5 in einem organiscben LSsungsuittel auf « Durch Enfcferaen des 
organiscben Losungsaittels, w sweckiaassigsten ia Vakuua oder durch 
Abblasen ia Xnertg&s, s«Bo Stickstoff, stellt san sine hoaogene Sehicht 
der Lipidkoaponenten hero 

Die Auswahl des betre££<§adea LSsungsxaittels 1st voa der Losliehkeit 
der betreffendea Lipidfeespoaeaten d&ria abhMagigo GeeignGte LSsungs- 
aittel sind beispielsncgigQ uaswbstituierte oder substi£uierte 5 2oB» 
halogenierte 0 a lipha tisane, eycloaliphatische, aro^atische oder aro~ 
aatisch-aliphatische Koblenyasserstof fe, 2 0 B. Benzol,, Toluol, Mathylen- 
chlorid oder Chlorofora, Alkohole, Methanol oder Aetbanol s Kie- 

deralkancarbonsaureester, 2«,Bo Essigs&ureMthyXester, Aether, 2oB. Di» 
athyXather, Dioisan oder Xetr&hydrofuraa, oder Mischungen dieser Lo~ 
sungsaitteX . 

Die in der Beschreibung der v rliesenden Erfindung erwahnten Lipide 
sind bekannt oder konnen, falls sie neu sindj, in an sich bekannter Heise 
nach den ia Standardwerk von Knight C.G. Liposomes, Elsevier 1981,, Kapi- 
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tel 3, befindlichen Vorschriften hergestellt werden. Alle genannten 
Lipide kSnnen in der wassrigen Dispersion sis optisch aktive Derivate 
oder als Racemate enthalteo sein. Die folgenden Beispiel® veranschau- 
lichen die Erfindung, ohne sie zu beschranken. Temperaturen sind in «' 
Grad Celsius angegeben und MischungsverhSltnisse auf Volumina bezogen. 

Beispiel 1 : 

a) Man 16st 1 g Ei-PhosphatidsSure in 20 ml einer Chloroform/Methanol 
Miscbung (2:1) und dampft diese Losung im Vakuum im Rotationsverdampfei 
ein. Man dispergiert den filmartigen Ruckstand in 20 ml destilliertem 
Wasser durch funf Minuten langes Schutteln, wobei sich ein pH-Wert von 
ca. 3 einstellt. Zur Bildung von unilamellaren Liposome* gibt man an- 
schliessend zur dispersen Phase bei Raumtemperatur unter Kontrolle mit 
einem pB-Meter soviel 0,1 N Hatriumbydroadd-Losung, bis der pH-tfert 
auf 11 steigt. Der pH-Wert der nSssrigen Phase wird aaachliessend 
durch Zugabe von 0,1 B HC1 von 11 bis auf ca, 7 gesenkto Man erhllt 
eine leicht opaleszierende, nassrige Phase. 

Die gebildeten unilamellaren Liposomen kBnnen im Elektronenmikroskop 
sichtbar gemacht werden. Die Liposomendispersion wird zunachst der 
ublichen Gef rierbruchmethode (f reeze-f racture) unterzogen. Es liegen 
hauptsachlich zwei "Populationen" von unilamellaren Liposomen vor, die 
sich durch ihre durchschnittliche Grosse unterscheidens 

1. Kleine unilamellare Liposomen (KDL) mit einem Durchmesser von 
ca« 200° 600 & und 

2. Grosse unilamellare Liposomen (GUL) mit einem Durchmesser von 
cao 1,000 - 10,000 ic 

K0L sind ia Protonen-HMR-Spektrum durch die Signal e £™ 1,28 (Methylen) 
und cT a 0 5 89 ppm (Methyl) erkennbar. Die Ausbeute an SDL kann aus den 
Intensitaten der Signale abgeschatzt werden und betragt ca. 56 Z« 

b) Anal g Beispiel la) lost man 4 mal je 10 mg Ei-Phosphatidslure 
in 4 mal je 0,2 ml einer Chloroform/Methanol Mischung (2:1) und dampft 
diese LSsungen im Vakuum ein. Man dispergiert jeweils den filmartigen 
Ruckstand in 1 ml destilliertem Wasser durch 5 Minuten langes 
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Schutteln. Zur Bildung von unilaoellaren Liposoaen gibt man anschlies- 
send su jeder einzelnen dispersen Phase ante? Rentrolle ait einea 
pH-Meter soviel 0,1 K Hatriumhydroxid-Losung bis ein pH=End»ert von 
jeneils 6, 8, 11,3 und 11,6 resultiert. Die Ausbeute an KDL betrlgt 
ait ansteigendem pE-Hert fur jede Probe 5 , 24, 57 und 60 %. 

Beispiel 1 ° 

a) Man lost 1 g Ei-Phosphatidsaure in 20 ml einer Chloroform/Methanol 
Mischung (2; 1) und dsnpft diese LSsung ia Vakuua ein. Man dispergiert 
den filmartigen RQckstand in 50 ml einer 0,01 H Natriuahydroxid-LSsung 
unter Schutteln, nobei sich ein pH-tJert von ca. 12 eiastellt. Der 
pB-Hert der nassrigen Dispersion wird amschliessend durch Zugabe von 
0( n Salsslnre auf ca. 7 bis 8 gesenkt. Die Ansbeute an KDL betrlgt 
ea. 100 %o 

b) Analog Beispiel 2a) 15>C man 4 sal je 10 mg li-PbosphatidsSure 
ia 4 mal je 0,2 ml einer Chlorefora/Methsnol Mischung (2sl) und 
dampft diese LSsungeu ia Vakuua ein. Man dispergiert jede Probe in 
soviel 0,01 R Hatriuahydroidd-Losung und destilliertem Hasser unter 
Schutteln, oass sich pH^erte von ca. 7,3, 8,0, 9,4 und 10,0 einstel- 
lea. Die Ausbeute an KDX betrlgt ait aasteigendsa pH=*Jert fur jede 
Probe 33, 46, 65 uaiS 81 2. 



Man lost 0,1 g Dilauroylpbosphatidsaure in 5 ml einer Chlorofor^Metha- 
ml Mischung (2,1) «ri d-pft diese LSsung i. Vakuua ein. ^ disper- 
giert den fil^igen Buckstamd in 50 al einer 0,01 I H atriuahydro*xd- 
Losung unter Schutteln. .obai sich ein pH^ert .on ca. 12 einstellt. 
Der pH-Wert der *assrigen Dispersion M ^chlies.and durcb Zugabe 
von 0,1 I Salssaure auf ca. 7 bis 8 gesenkt. Die Ausbeute m K0L 
(ca. 300 - 800 i) betrSgt 73 Z. 
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Beispiel A ; 

a) Man lost 3 ag Ei-PhosphatidsHure und 7 mg Ei-Lecithin in 0,5 ml 
einer Oilorofon^Methanol Mischung (2:1) und dampft diese L6sung ia 
Vakuum ein. Man dispergiert den filmartigen Ruckstand in 1 al destil- 
liertem Wasser curch funf Minuten langes Schutteln bei Raumtemperatur, 
worauf eich ein pH-Wert von ca. 3 einstellt. Zur Bildung von unilamel- 
laren Liposome!) gibt man anscbliessend bei Raumtemperatur unter 
Kontrolle ait einen pH-Meter soviel 0,1 Natronlauge, bis der pH-Wert 
auf ca. 11,2 sttigt. Durch Zugabe von Phosphatpuf ferlSsung stellt man 
anschliessend dsn pH-Wert der wMssrigen Phase auf ca. 7 ein. Man 
erhllt eine leicht opaleszierende, vassrige Phase. Die erfolgte Bil- 
dung von unilamellaren Liposoaen ist ia HHR-Spektrum durch die Signale 

1,28 (Methylen), <$» 0,89 (Methyl) und 6- 3,33 (b-c^) £rkennb3Dr „ 
In der elektronensdkroskopischen Abbildung sind hauptsSchlich ztrei 
"Populationen" von unilamellaren Liposoaen su erkennen, die sich durch 
ihre durchschnittliche GrSsse unterscheiden: 

1. KDL mit eine: Durchnesser von ca. 200 - 800 k und 

2. GUL mit einer Durchmesser von ca. 1000 - 10, 000 1. 
Die Ausbeute an KDL betrSgt 45 2. 

b) Analog Beispiel 4a) ISst man 2 mal je 3 mg Ei-PhosphatidsSure 
und 7 ag Ei-Lecithin in 2 aal je 0,5 al einer Cbloroform/Methanol 
Mischung (2:1) und danpf t diese Losungen ia Vakuua ein. Man dispergiert 
jeweils den filcartigen Kicks tand in 1,0 al destilliertea Hasser durch 
5 Minuten langes Schutteln. Zur Bildung von unilamellaren Liposoaen 
gibt man anschliessend su jeder einzelnen Phase nnter Kontrolle ait 
einen pE-Meter saviel 0,1 R Watriuahydroxid -LSsung unter Schfitteln, 
bis ein Endwert von 8,6 und 10 eingestellt ist. Die Ausbeute an KDL 
betrSgt mit ansteigendem pB-Wert 22 und 35 I. 
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c) Analog Beispicl is) lost =2= ?rcb£n .mrerschied lichen Gehalts an 
Ei-PhosphatidsauTe und Ei-Lecithin in je 0,5 ml einer Chloroform/ 
Methanol Mischung (2:1) und dampft diese Losungen in Vakuum ein. Man 
dispergiert jeveils den filmartigen Ruckstand in 1,0 ml destilliertem 
Wasser durch 5 Minuten langes Schiitteln. Zur Bildung von unilamellaren 
Liposomen gibt man anschliessend zu jeder einzelnen Phase unter Kontrol- 

le mit einem pH-Meter soviel 0,1 N Natriumhydroxid-LSsung unter 

Schiitteln, bis sich ein pH-Wert von ca. 11,2 eingestellt hat. 

Die Ausbeute an KOL betragt fur jede Probe mit steigendem Ei-Phosphatid- 

sauregehalt: 



Z-Ei-Phosphatidsaure 


6 


10 


14 


20 


25 


30 


33 


50 


48 


60 


%-KDL 


5 


9 


14 


17 


19 


20 


27 


39 


41 


50 



Bei spiel 5 ; 

a) Man lost 0,3 g Ei-Phosphatidsture und 0,7 g Ei-Lecithin in 10 ml 
einer Chlorofona^ethanol Mischung (2:1) und dampft diese Losung im 
Vakuum ein. Man dispergiert diesen Ruckstand in 10 ml einer 0,01 N 
Natriumhydroxid-Losung unter Schiitteln, *obei sich ein pH-Wert von ca. 
12 einstellt. Der pH-Wert der vassrigen Dispersion eird anschliessend 
durch Zugabe von 0,1 H Salzsaure auf ca. 7 bis 8 gesenkt. Die Ausbeute 
an KDL betragt ca, 30 L 

b) Analog Beispiel 5a) lost man Proben unterscbiedlichen Gehalts an 
Ei-PhosphatidlSsung und Ei-Lecithin (insgesamt 10 mg Lipid) in je 
0 5 ml einer Chloroform/liethanol Mischung (2:1) und dampft diese 
Losung im Vakuum ein. Man dispergiert jeweils den filmartigen Ruck- 
stand in je 1 ml einer 0,01 * Hatriumbydroxid-Losung unter Schiitteln, 
wobei sich ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. Der pH^ert der «assrigen 
Dispersion vird auf ca. 7 bis 8 gesenkt. Die Ausbeute an KDL betragt 
fur jede Probe mit steigendem Ei-Phosphatidsauregehalt: 
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Beispiel 6 : 

aL Man lost 0,7 g Ei=Lecithin, 0,3 g Phosphatidylserin aus dan 
Rinderhirn und 2 g Ei-Phosphatidslure in 20 ml einer Chloroform/ 
Methanol Miscbung (2:1) und dampft diese LSsung in Vakuum ia Rotations- 
verdampfer ein. Man dispergiert den filmartigen Riick stand in 100 ml 
0,01 N Natriumhydroxid-Losung durch funf Minuten langes Schfltteln 
bei Raumtemperatur, wobei sich ein pB-Wert von ca. 12 einstellt. 
Durch Zugabe von 1 N SalzsSure wird der pH-Wert der wSssrigen Phase 
auf ca. 7 eingestellt. Man erhMlt eine leicht opaleszierende, wHssrige 
Phase. 



Die erfolgte Bildung von unilamellaren Liposomen kann analog Beispiel 
la) spektroskopisch, z.B. am HMR-Spektrum, oder is Elektronenmikroskop 
nachgewiesen warden. In der elektronenmikroskopischen Abbildtmg sind 
GDL und SOL zu erkennen. 

b) Analog Beispiel 6a) 15st nan Proben unterscbiedlichen Gehalts an 
Ei-PhosphatidsSure, aber gleicher Menge an Ei-Lecithin und Pbospha- 
tidylserin (insgesant 10 mg Lipid) in je 0,5 ml einer Chloroform/<Metha- 
nol Mis chung (2:1) und dampft diese L6 sung en ia Vakuum ein. Man 
dispergiert jeweils den Rucks t and in je 1,0 ml einer 0,01 N Hatriusr- 
hydroxid-Losung unter SchQtteln, wobei sich ein pH-Wert von ca. 12 ein- 
stellt. Der pH-Wert der wassrigen Dispersion wird anschliessend durch 
Zugabe von 0,1 H Salsslure auf ca. 7 bis 8 gesenkt. Die Ausbeute an 
KDL betragt far jede Probe mit steigendem Ei-Phosphatidsauregehalt: 



%-Ei-Pbospbatidslure 


9 


10 


26 


33 


34 


40 


60 


%-KDX 


14 


18 


26 


36 


47 


43 


64 



Beispiel 7 ; 

a) Man 15st 1 g As lectin (Phospholipidgemisch hauptsSchlich be- 
stehend aus Lecithin, Kephalin, Phosphatidylserin und Ph sphatidyl- 
inosit) und 0,2 g Ei-Ph sphatidsaure in 20 ml einer Chi r fonn/Methanol 




Mischuns ^ dsapft dies® L5suns isa Vskuum ein, Han dispergiert 

den filaartigen Ruckstmd in 100 ml 0,01 R ftatrius&ydrosdd-LSsung 
durch fiinf Minuten langes Schutteln bei Raumtcaaperatur 9 wobei sich 
ein pH-Wert von ca, 12 einstellto march Zugabe von 1 R Salssaure wird 
der pB~Wert der wassrigen Phase auf ca. 7 gebrachto Han erhalt eine 
leicht opalessierendSs, nMsgrige Pba3<Eo 

Die erfolgte Bildung von unilamell&ren Lipososaen kaan analog Beispiel la) 
spektroskopisch, z . Be isa MR-Spektrum ff oder in Elektronenmikroskop 
nachge^iesen Harden. In der elektronenaikroskopischen Abbildung sind 
GUL und WL su erkenneno 



b) to&log sa Beispiel 6a) a IBs t -mm Proben mxtersehiedlichen Gehalts 

li-PhosphstidsIure, afesr gleicSwsy tege an Asol©etin (insgessat 
10 ag Lipid) in je 0*5 ©1 din®* ChlorofoCT/Met^sa©! &ischung (2s 1) 
uad dsmpft diese Losungea is ^ataesa sin. Mm digpergiert je^eils den 
SucksSand in je 1 ®1 ®in©r 0 9 01 H Batxiunih^sa&d-4£stiiig isnter Schut-. ■ 
tela, Hobei sich ein p8~Hert von e&o 12 einstellto P H~S?©rt der 
nassrigen Dispersion wird snschliessend durch Zugabe von 0,1 H Sals- 
saure auf cio 7 bis 8 g©s@nkto Di© tosbeute an KDL betragt fur jede 
Probe sit §t©ig<and<E3i Ei-Pbosphatidsiteregehalts 

%-Ei=Phosphatids&ur<s 17 | 37 | 50 
Baispial § g 

a) Man lost 0,1 g eia©r Misehuag aus Ei-Leeithin und Cholesterin 
(Molverbaltnis Isl) und 0,1 g Ei-Phosphatidsauxe in 10 ml einer 
Chlorofor^seh^nol Hisehung (2sl) und dssapft dicEse Uoung ia Vakuu® 
ein* to dispergiert dsn filaartigen Rueksteind in 10 ml 0,01 R 
Ratriiafcydroaid-L58UB8 durefc fitef Mitten langas Sehiittsln he± Rausr- 
fces*peratur 0 ^obei sich ein pl^art von ca* 12 elaaMllt. Durch Zugabe 
von IN SalssSure wird der pB-tfert der nSssrigen Phase suf ca. 7 ge- 
brachfeo Man erhalt eine leicht opalesgierende, wassrige Phase. 
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Die erfolgte Bildung von tmilamellaren Liposomen kann analog Bei« r 
spiel la) spektroskopisch, z.B. im NMR-Spektrum, oder ia Elektronen- 
tnikroskop anchgewiesen werden. In dcr elektronenmikroskopiachen Abbil- 
dung sind GUL und KUL zu erkennen, 

b) Analog Beispiel 8a) ISst man Proton unterschiedlichen Gehalts an 
Ei-PhosphatidsSure, aber gleicher Menge an Ei«Lecithin und Cholesterin 
(insgesamt 10 mg Lipid) in je 0,5 ml einer Chloroforra/Methanol Mischung 
(2:1) und dampft diese LSsungen im Vakuum ein. Man dispergiert jeweils 
den Rttckstand in je 1,0 ml einer 0,01 N Hatriuahyrosrid-LSsung unter 
SchQtteln, wobei sich ein pH-Wert von ca. 12 einstellfc. Der pIHWert 
der ^Sssrigen Dispersion wird anschliessend durch Zugabe von 0 9 1 M 
Sals s Sure auf ca. 7 bis 8 gesenkfc. Die Ausbeute an SSL betrMgt fur 
jede Probe mifc steigendesn Ei~PhosphatidsIuregehalts 



2-Ei-Phosphatid sSure 


10 


30 


50 


80 


Z-KDL 


4 


10 


20 


50 



Beispiel 9 : 

Man 16st 0,5 g Ei-PhosphatidsSufe und 0,5 g D imyr is toyl lecithin in 
10 ml einer Chlorofona/Methanol Mischung (2:1) und daapft diese Lfisung 
im Vakuum ein. Han dispergiert den filmartigen Suckstand in 50 ml 
einer 0,01 R Natriumhydrosid-Ldsung unter SchQtteln, ^obei sich ein 
pH-Wert von ca. 12 einstellto D<ar pH-Hert der t&ssrigen Dispersion 
vird anschliessend durch Zugabe von 0,1 H SalssSure auf ca. 7 bis 8 
gesenkt. Die Ausbeute an KUL betrlgt 36 2. 

Beispiel 10 : 

Man stellt analog Beispiel 9 Liposomengemische best ahead &us 0,5 g 
Ei-Phosphatidsaure und jeweils 0,5 g Dip almi toyl lecithin oder 
Distearoyllecithin her. Die Ausbeut an KDL betrSgt 10 %« 
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Beispiel U s 

Man stellt analog Beispiel 9 sin Liposonsngemisch bestehend aus 0,5 g 
Dipalmitoylphosphatidsaure trad 0,5 g Ei=Lecithin her. Die Ausbeute 
an KUL betragt 10 Z. 

Beispiel 12 ; 

Man lost 5 mg Lysolecithin und 5 mg Ei~L®eithin in 1 ml miner Chi or o- 
foxm/Methanol Mischung (2:1) und dampft dies® Ldsung im Vakuum ein. 
Man dispergiert den filmartigen Eiickstand in 1 ml destilliertem 
Wasser durch ffinf Minuten langes SchQtteln, wobei sich ein pH-Wert von 
ea. 5 - 7 einstellt. Zur Bilduag von unilaaellsren Liposomen gibt man 
anschliessend sur nlssrigen Dispersion bei Saumteaperatus rater Kontrol- 
1® ait einem pH~Meter soviel 0,1 K Salsslure, bis der pH-Hezt der 
Hisssigea Phase suf 0,5 abgesraiken 1st. Dureh Zugabe to 0 s 1 H Hatriusr 
bydroaddlBsung erhSbfc man anschliessend den pBKJest suf 7» 

Die erfolgte Bilduag von unilamellar en Liposomen kann analog Bei- 
spiel la) spektroskopisch, s.B. ia HMR-Spektrum, oder im Elektronen- 
mikroskop nachgesiesea nerden. In der elektroneiarikroskopischen Abbil- 
dung sind KDL und GUL su erkennen. Die Ausbeute an KUL betragt 50 %. 

Beispiel 13s 

Sfen ©telle oaal@g Beispiel I2"«ia Liposomeag^dsch bestehend aus 5 mg 
Fhosphatidyl^^EK^isefchyl^d^' X .B'-triwtlyla-imioItiiTl)- 
K>nie3=IthyleMorid 0 desscan Herstelluag ia Kaighfc CoG., Liposomes, 
Elsevier 1981, Kapitel 3, besehrieben ist, und 5 mg Ei=Lecithin her. 

Die erfolgte Bilduag to unilamellaren Liposomen kasn analog Bei- 
spiel la) spektroskopisch, s.B. ia HMR-Spektrus, oder im Elektronen- 
mikroskop nachgemesea *erden. In der elektron^kroskopischen Abbil- 
dung sind KUL mit einea Durchmesser von 250 & uad GUL ait einem Durch- 
aesser v a ca. 600 - >10,C00 'A su erkennen. Die Ausbeute an KUL be- 
tragt 50 %. 
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beispiel 14 ; 

Man lost 5 mg (6,67 aM) Ei-Lecithin und 5 ag (9 P 5 fifii) natOrliches 
Lysophosphatidylglycerin in 1 ml einer Chlorof orm/Methanol Hischung 
(2:1) und dampft diese Losung im Vakuum im Rotationsverdampfer ein. 
Man dispergiert den filmartigen Rtickstand in 1 ml destilliertem Wasser 
durch fiinf Minuten langes Schutteln, wobei sich ein pH^Wert von ca. 
5 einstellt. Anschliessend wird der pH-Wert der wassrigen Dispersion 
mit 0,1 N Nat riumhydroxid-L6 sung unter Kontrolle mit einem pH -Meter 
auf ca. 8 eingestellt. 

Die erfolgte Bildung von unilamellar en Liposomen kann analog Bei- 
spiel la) spektxoskopiscb, s.S. ia HMR-Spektrua, oder ia Elektronen- 
mikroskop nachgewiesen t?erden<> In der elektronenaikroskopischen 
Abbildung sind KUL und G8L su erkennen. Die Ausbeute an KUL betragt 
ca. 35 %. 

Beispiel 15 : 

Man lost 6 mg (8,00 mM) Ei-Lecithin und 4 mg (8,0 afii) natiirliches 
Lysophosphatidylserin in 1 ml einer Chloroform/Methanol Mischung (2:1) 
und dampft diese Losung im Vakuum im Rotationsverdampf er ein. Man 
dispergiert den filmartigen Ruckstand in 1 ml destilliertem Wasser 
durch fiinf Minuten langes Schutteln, vbbei sich ein pH-Wert von ca. 6 
einstellto Anschliessend mxi der pH-Wert der wassrigen Dispersion mit 
0,1 H-Natriuahydroxid~Losung unter Kontrolle mit einem pH-Meter auf 
ca. 8 eingestellt. 

Die erfolgte Bildung von unilsaellaren Liposomen kann analog Bei- 
spiel la) spektroskopiscb, z.B. im NMR-Spektrum, oder ia Elektronen- 
mikroskop nachgewiesen werden. In der elektronenmikroskopischen Abbil- 
dung sind KUL und GUL zu erkennen. Die Ausbeute an KUL betragt ca. 
20 %. 



©@88®4@ 
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Beispiel 16 : 

Man lost 5 mg (6,67 *M) Ei-Lecithin und 5 mg (10,0 vM) Lysophosphatid- 
ylinositol in i ml einer Chlorof ona/Methanol Mischung (2:1) und dampft 
diese Losung im Vakuum im Rotationsverdampfer ein. Man dispcrgiert 
den filmartigen Riickstand in 1 ml destilliertem Wasser durch fiinf 
Minuten langes Schutteln, wobei sich ein pH-Wert von ca. 6 einstellt. 
Anschliessend wird der pH-Wert der wassrigen Dispersion mit 0,1 N 
Natriumhydroxid-Losung unter Kontrolle mit einem pH-Meter auf ca, 7 
eingestellt. 

Die erfolgte Bildung von unilamellaren Liposomen kann analog Bei- 
spiel la) spektroskopisch, z.B. im HMR-Spektrum, oder im Elektronen- 
mikroskop nachgeniesen nerd en. In der elektronenmikroskopischen Abbil- 
dung sind KDL und GOT zu erkennen. Die Ausbeute an KDL betragt ca. 
40 %. 

Bei spiel 17 : 

a) Man lost 0,5 g Monoolein (9-cis-0ctadecenoylglycerol) und 0,5 g 
Ei-Phosphatids2ure in 20 ml einer Chlorof orn^Metbanol Mischung (2:1) 
und dampft diese Losung im Vakuum ein„ Man dispergiert den filmartigen 
Riickstand in 100 ml einer 0,01 W Natriumby droxid-L5 sung durcb funf 
Minuten langes Schutteln bei Raumtemperatur p nobei sich ein pH-tfert 
von cao 12 einstellto Durch Zugabe von 1 H Salzsaure *drd der pH-Wert 
der HSssrigen Phase auf ca. 7 gebracht. Man erhalt eine leicht opales- 
zierende, His srige Phase. 

Die erfolgte Bildung von unilamellaren Liposomen kann analog Bei- 
spiel la) spektroskopisch, z.B. im NMR-Spektrum, oder im Elektronen- 
mikroskop nacbgewiesen werden. In der elektronenmikroskopischen Abbil- 
dung sind GUL und KDL zu erkennen. 
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b) Analog Beispiel 17a) 18st man Proben unterschiedl ichen Gehalts an 
Ei-Phosphatids2ure und an Monoolein ( total e Lipidmenge <=> 10 mg) in je 
0,5 ml einer Chloroform/Methanol Mischung (2:1) und dasapft di&se 
LSsungen im Vakuum ein. Man dispergiert jeweils den Riickstand in je 
1 ml einer 0,01 N Natriumhyroxid-LSsung unter Schfitteln, wobei sich 
ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. Der pH-Wert der wSssrigen Dispersion 
vird anschliessend durch Zugabe von 0,1 N SalssBure auf ca. 7 bis 8 
gesenkt. Die Ausbeute an KUL betrMgt fur jede Probe mit steigendem 
Ei-PhosphatidsSuregehalt : 



Z-Ei-PhosphatidsSure 


20 


30 


so 


80 


%-KUL 


10 


17 


26 


45 



Beispiel 18 : 

Analog Beispiel 17a) lost man Proban unterschiedlichen Gehalts an 
Ei-Phosphatidsaure und Monomyristin (gesamte Lipidmenge: 10 mg) in je 
0,5 ml einer Chloroform/Methanol Mischung (2:1) und damp ft diese 
Losungen im Vakuum ein. Man dispergiert jeweils den Ruckstand in je 
1 ml einer 0,01 N Natriumhydroxid-LSsung unter Schutteln, nobei sich 
ein pH-Wert von ca 0 12 einstellt* Der pH-Wert der wssrigen Dispersion 
&ird anschliessend durch Zugabe von 0,1 B Salsslure auf ca. 7 bis 8 
gesenkt. Die Ausbeute an KUL betrigt fttr jede Probe mit steigenden 
Ei-Phosphatidsauregehalt : 



%-Ei-Phosphatids8ure 


30 


50 


80 


%-KUL 


9 


18 


38 



Beispiel 19 : 

a) Man stellt analog Beispiel la) und lb) ein Liposamengemisch be- 
6tehend aus Ei-Phosphatidsaure her, wobei man eine Ausbeute bis 
zu 66 % KUL erhMlt. Um den Anteil an GUL im Liposomengemisch su er- 
hohen, setzt man 2ur dispersen Phase, welche frisch hergestellt uni- 
lamellar Lip somen enthSlt, 0,5 molare Kochsalzl M sung hin2u 0 Mit su- 
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aehmender NaCl-Konzentration is der dispersen Phase sinkt der Anteil 
an KDLs 



[NaCl] in Mo 1/1 


0 


0,2 


0,3 


0,4 j 0,5 


0,6 1 0,75 1 0,95 


%=KOL 


66 


i 6 ' 


50 


40 | 30 


23 | 15 | 11 



b) Dm dan Anteil an GOT. isa Liposoaengemisch su erhohen, setst man z\ 
disperses Phase, welehe frisch hergestellte unilsaellare Liposomen 
bestehend aus rein®? Ei-Phosphatidsausre enthalt, 0,5 molare Kalium- 
chloridlosung hiazu. Mifc gtsaefeeader KCl~Konzentrari.en in der disper- 
sen Phase siakt der Aateil m OLs 

[KC1] in Mo 1/1 O 
l-KUL S6 




Beisniel 20 ; 

Sta lost 40 m Dipal^itoylphosphatidylcholin «ad 20 mg Ei-Phosphatid- 
saure in 5 ml t«t.-fct«ol bei 60% Durch Eintauchen des 

bite., in nit-Mof u. S£e*hanol~Xrocfceneis friert man 
die LSsu^g .in- «tf«t «« t«t.->*«*I i» ^ C*ri«troc ta « 
^ ^btU so eiasa fao-ORm Sehs ^ ™ ^<* lisssead 
dispergi^ ^ 1» *«•« durch hef tig.s Sd*tt*ta. Bilta. von 
«iWUr« Lipoma gib* .» tai «*« Konfcrolle 

ait einem .owi.1 0.1 «■ «« au£ ca. 

8 ansteigt. Durch Zugabe von PhosphatpufferlSsung stellt man an- 
schliessend den pH-Hert der »assrigen Phase auf ca. 7 «L.. Ma* erhalt 
eiae leicht op.l«.«l«t«nd«. ^Sssrige Phase. Dia gehildeten Liposomen 
siQ d J. n.taon«-ito^ -A-*- ond habenei^ l^rch^sser von 
2C0 - 10 0 000 &. 
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Beispiel 21 ; 

Man 18s t 3,0 mg^eines. in. der Tabelle genannten Lipids und 7 0 0 sg ; 
Ei-Lecithin in 1 ml einer Chloroform/Methanol Mischoing (2:1) und 
damp ft diese L 6 sung ein. Has dispergiert den filmartigen Riickstand 
in 1 ml destilliertem Wasser, vobei sich ein pH-Wert von ca. 6-10 
einstellt. Anschliessend erboht man den pH-Wert der wSssrigen Phase 
durch Zugabe von 0,1 K Natriumhydroxid-LBsung auf ca. 8, Die erfolgte 
Bildung von unilainellaren Liposcmen kann analog Beispiel la) spektro- 
ekopischp a.B. im NMR~Spektrum, oder im Elektronenaikro&kop nachge~ 
vies en verden. In der elektronenmikroskopischen Abb il dung sind GOL 
und KUL 2u erkennen. Die Ausbeute an KUL ist in der Tagelle angegeben: 



Tabelle: 



Lipid 


Sons en trr a don 
des Lipids 


Ausbeute 

[% m] 


2-Hydroxya , thyl-3-palmitoyloxyphosphat 


6,52 


40 


2-Methyl-2-palmi toyl oxypr opylhydrogen- 
phosphat 


6,76 


60 


3-Cety 1 05cyprcpyl-2-hydroxyS thylphosphat 


6,73 


35 


2-Bromatnyl-cetylpbosphat 


6,63 


55 


n-Eicosyl-2, 3= (2, 2-propylen)-dioxypro- 
pylphosphat 


5,84 


40 


3-S tearyloxypropylhydrogenpbospbat 


5,98 


55 


2, 3-Dihydroxypropyl-myristylphosphat 


7,69 


40 


3~Cetylosypropylhydrogenpbosphat 


7,46 


20 


2, 3-Dihydroxypropyl-n-eicosylphosphat 


6,33 


7 


Cholestery 1-2 p 3-dihydrosypropyl- 
phosphat 


5,18 


70 


Cetyl-2, 3-dibydroxypropylphosphat 


7,18 


20 


Aethyl-3-st aroyloxypropylphospbat 


6,36 


40 
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Beispiel 22 s 

Analog Beispiel 1-20 kann man unilamellar Liposcasen aus Myristinsaure 
und Ei-Lecithin 0 Myristinsaure und Ei-Kephalin, Oelsaure und 
Ei-Lecithin 0 Oelsaure und Ei-Kephalin,, Dimyristoylphosphatidsaure 
und Dimyristoyllecithin, Dipalmitoylphosphatidsaure und 1-Palmitoyl- 
2~oleoyllecithin, l-Palmitoyl-2-oleoylphosphatidsaure und Dipalmitoyl*- 
lecithin, l~?a]jaitoyl-2~oleoylphosphatidsSure und l-Palmitoyl-2- 
oXeoyllecithin, Ei-Lysophosphatidsaure uad Ei-Lecithin s 1-Myristoyl- 
lysophosphatidsaur© uad l-Palaitoyl-2-oleoyllecithin, l~?almitoyl= 
Xysophosphatidsaure und X-Palmitoyl-2-oleoyllecithin, Lysophosphatidyl- 
serin aus dea Rind er bin und Ei-Lecithin, 1-Palmitoyl-lysophospatidyl- 
serin D X~?aXsitoyl~2-oleoyl^hosphatidylserin und l-Palsaitoyl-2~oleoyl- 
lecithin und Lys opbosphat idy Xserin ms dem Hinderhirn und Ei-Kephalin 
b©rstelloao 



Beispiel 23 s 

2 mg Hydrocortison-21-palaitat, W g Ei-Lecithin und 
20 ag Ei^phospbatidsSure ^erden in 5 ml tert.-Butanol gelBst, durch 
ein 0 9 2 p-Filter sterilfiltriert, in eine 25 ml Viale gefullt, 
durcb Eiatauchtan d©r Vial© in ©isa Tro ckenei s/Aethano 1-K21 tends chung 
gefroren uad lyopbylisierto to wrsetzt den entstandenen Schauta mit 
5 ml starlit &®®&lli®^<m. Baswer und dispergiert dureh 10 Hinuten 
Images SchBttQl*. torch 2ugmb© waO p H stesdlfiltrierter Hatronlauge 
bziagt maa dea pB-Bsrt u2 10,5 tad ISsst vis* Miaute lang stehen* 
Aascbliessend astst ©as 0,5 ml aims Konzentrates von phos- 

ph&tgapuff carter isotonischer KoeSssalslSsung von p& 7 S 4 (PBS fur 
Xnjektionsswecke) su* Die so csrhaltsaa Dispersion von unilamellaren 
Lipososen eigaon sich sur Injection in (sntsundlich veranderten Gelenk- 
kapseln* 

Bei spiel 24 s 

0,1 ®g K-Acetyl^r^yl-L-alsnyl-D-isoglutaayl-L-alanyl-2-(l' ,2'~di- 
palnit yl=>sn-glycero»3'-pbospboryl)»Stbyl^id 5 7 mg chroaatograpbiscb 
gereinigtes Lecithin aus dem HuTmereineiss und 3 sag Ei-Phosphatidsaure 
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werden in 2 ml einer Chlorof orm/Methanol Miscbung (2:1) gelSst und 
im Vakuun eingedampft. Es bleibt ein klarer Lipidffils surfick. Man dis- 
pergiert diesen Fila durch Zugabe von 2 ml sterilea destilliertea 
Wasser unter Uraschwenken und setzt einen Tropfen 0,1 Z-iger Thymol- 
phthalein-Losung hinzu. Zur Dispersion gibt man bis sum Farbumschlag 
0,1 N Natronlauge, worauf spontane Bildung von unilamellaren Liposomen 
erfolgt. Man puffert anschliessend sofort durch Zugabe von 0,2 ml 
eines 10-fachen Konzentrats von phosphatgepuf ferter isotonischer Koch- 
salzlosung (PBS fiir Injektionszwecke) den pH-Wert auf 7,4 ab. 

Die entstandene Dispersion eignen sich direkt stir Aktivierung von 
alveolSren Hakrophagen in Zellkulturen oder in vivo in der Batte* 



Beispiel 25 ; 

0,15 g H-Acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutamyl-L-ala»yl-2-(l , 9 2 t - 
dipalmitoyl-sn-glycero-3'-phosphoryl)-athylamid, 27 g Ei-Lecithin mit 
97 % Phosphatidylcholingehalt und 3 g Ei-Phosphatidsaure werden in 
einer Miscbung von 200 ml Chloroform und 20 ml Methanol gelost, mit 
200 ml tert.-Butanol aufgefullt und auf 180 ml eingeengt. Die Ldsung 
wird mit einem 0,2 ym Filter sterilfiltriert, in einer Aethanel/Trocken- 
eis Mischung rasch gefroren und anschliessend gefriergetrocknet. Das 
durch Mahlung 2erkleinerte Lyophilisat wird in 300 ml steril herge- 
st elite 0,01 N Watriumhydroxid-LSsung unter krlftigem RQhren einge- 
tragen. Nach vollstSndiger Dispersion wird die wSssrige Phase durch 
Zugabe von 0,1 n HC1 neutralisiert. Die erhaltene opaleszierende 
Dispersion wird in eine geruhrte Dltraf iltrationszelle (Aaicon® ), 
eingefullt, die anstelle des Ultrafilters mit einem geradporigen Filter 
aus Polcarbonat (Nucelopore ® ) mit einem Porendurchmesser von 0,1 urn 
versehen ist und partikelfrei gewaschen wurde, und unter geringem Ueber- 
druck und stetiger Zufuhr von sterilf iltrierter Pufferl5sung nach 
Dulbecco (pH 7,4 ohne Ca und Mg) so filtriert, dass das Voluaen in der 
Zelle nicht unter 300 ml sinkt. Nach Durchtritt von 3 1 Filtrat sind 
alle GUL abgetrennt und die iiberstehende Dispersion an GUL kann 
ampul liert und fiir Behandlungsversuch eingesetzt werden. 
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fieispiel 26 ; 

15 ag ^^-AcetylauraiByl-L=alaQ7l-0-isoglutasayl=L-alatlyl=2-(l , ,2'~di- 
paliaitoyl-Stt-glyceso-S'-pbospboryD-athylsaaid,, 0,6 s reiaes Ei-Lecithin 
und 2,4 g Ei-Phosphatidsluye werdea in einer Miechung wa 20 ml Chloro- 
form «nd 2 ml Methanol gelSstt, du?ch sia 0,2 p®=Hlter starilf iltriert 
uad an einem partikelfrei gewascaenen, iiber Sterilfilter sntlufteten 
ftotationsverdampfer in einea 500 al Rundkolbea so eiagedampf t, dass die 
Lipidais chung als moglichst gleichaSssiger Filsa auf der Kolbenwand 
trocknet. Hach Trocknung des lucks t and s iiber Nacht im Hodreakuum ^erden 
30 al atari! nergsstellte 0,01 BT Hatriuafcydradd-lBsuag gugegeben, der 
Kolben werschlossen S Mixmtea laag gesdmttelt. Die eatstandene 
opalessiersade ^J&ssrige Pbss® aird dureh Zugabe roa sterilsr 0,1 H 
Salsslure auf pH 7,4 gastsllt. Kacb MnfttlUn ia eiae garutarte 
Filtewelle Clotalvolmea 100 si) gessss Briapial 23 mrd uater Zugate 
von sterile, ptttitelfcai filtriert- 5«« » filtrUrt, bis 

500 al Filtrat ges^lt sisd. Disses Filtrat nird ia sine geruhrte 
Filttrsella. dia mit eiasa Ultr«filt«, s.S. toicon U 10 , bestuckt 
i.t, koatiauierlicb eiagespeist uad auf «£n Voltsaea von 30 ml konzen- 
trilrt. »i® konseatrierte Dispersioa enthSlt kleine, unilamellar 
Liposome and kaan meh Zugabe eiass Koazeatrats voa Phosphatpuffer 
aaefa Bulbeeeo 7 0 ft etoa Ca «A Mg) ampulliart ^ fBr Behandlungs- 
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Anspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung von unilamellaren Liposomen, driurch ge- 
kennzeichnet, dass man 

a) ein Lipid der Forme 1 



worin m null Oder ein ist, einer der Reste R^ und R^ Wasserstoff, 
Hydroxy , Niederalkyl mit 1-4 C-Atomen und der andere Rest Alkyl, 
Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit je 10-20 C-Atomen oder Acyloxy 



und R^ Wasserstoff, Niederalkyl ait 1-7 C-Atomen, einen Kohlehydrat- 
rest mit 5-12 C-Atomen oder, wenn R^ und Wasserstoff oder Hydroxy 
und R^ Wasserstoff bedeuten, einen Steroidrest bedeuten, und ein 
geeignetes zusatzliches Lipid und/oder eine FettsSure und ein geeigne- 
tes zusatzliches Lipid mit Ausnahme eines Sterins oder 

ein Lipid der Formel A, worin m null oder eins ist, R^ und R^ unab- 
hangig voneinander Alkyl, Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit je 
10-20 C-Atomen oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R^ und R^ Has s erst off 
bedeuten und gegebenenfalls ein geeignetes zusatzliches Lipid 
in vSssriger Phase ait eineo pH-Wert grosser als 7 dispergiert, oder 

b) ein Lipid der Formel A, worin m null oder eins ist, einer der Reste 
R 1 und R^ Wasserstoff, Hydroxy, Niederalkyl mit 1-4 C-Atonsen und 
der andere Rest Alkyl, Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit je 10-20 
C-Atomen oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R^ Wasserstoff und R^ durch 
eine Anmoniogruppe substituiertes Niederalkyl bedeuten, und gegebenen- 
falls ein geeignetes zusatzliches Lipid oder 




(A), 



mit 10-50 




Niederalkyl ait 1-4 C-Atomen 
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cin Lioid der Forael A, worin a null oder eins ist, R, und R 0 unabhan- 
gig voneinander Alkyl, Alkenyl odes Alkenyl oicy mit je 10-20 C-Atomen 
oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R^ Wasserstoff und R^ durch eine 
Aminonioniederalkylammoniogruppe substituiertes Wiederalkyl bedeutcn, 
und ein geeignetes zusatzliches Lipid in wSssriger Phase mit einem 
pH-Wert kleiner als 7 dispergiert, und, wenn notwendig, die wSssrige 
Phase neutralisiert und, venn erwunscht, die erhSltichen unilamellar en 
Liposomen anreichert und/oder abtreunt. 

2. Verfahren nach Ansprueh 1 0 dadurch gekennzeiclmet, dass 
die ^Mssrige Dispersion ein Lipid der Forael A, 
vorin m eins ist, ^ Alkyl, s.B. n-Dodecyl (Lauryl), n-Tridecyl, 
n-Tatradecyl (Myristyl), a-PenSacedyl, a-Hexadecyl (Cetyl), n-Hepta- 
decyl oder n-Octadecyl (Stearyl) , Alkosy, s.B. n^odetyloxy (Lauryloxy), 
a-Tetradecylosy (Myristylosy) , is-Bexadecyloxy (Cetyloxy), oder . 
tr-Octadecyloxy (Stearylosy) , Acyloxy, s.B. Lauroylosy, Siyristoylosy, 
Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, & 2 ttasserstioff oder Hydroxy, R 3 Wasser- 
stoff oder Niederalkyl, s.B. Methyl, und Hasserstoff , Kiederalkyl, 
s.B. Methyl oder Aethyl, Hiederalkyl substituiert durch saure und 
basische Gruppen, s.B. Carbosy und Amino, s.B. C^&aino-^-carboxy- 
aiederalkyl, s.B. 2-Amino~2=carboxyl£byl oder S-Araino-S-carboxy-n- 
propyl, Bydroxyaiederalkyl, s.B. 2-Hydrexyltfcyl oder 2,3-Hydroxy- 
propyl, Hi«d««lfcyl«Mdiaayni^«««3rl. 2,3-AethylendioxypropyX 
odes 2 8 3-(2 s 2=Propyl®a)-diosypropyl 0 Halogeasiederalkyl . s.B. 2-Cblor- 
oder 2-BroasItayl, einea Kohlshydrstrest adt 5-12 C-Atomen, s.B. 
laosifc, oder einea Steroidresfc, s.B. ein Steria, s.B. Cholesterin 
bedeuten, und ein zusatsliches Lipid der Ferasl A, worin ^ und R ? 
Acylosy, s.B. Lauroylosy, Myristoylosy, Palsitoylosy oder Stearoyloxy, 
R ttasserstoff und K 2-Trisethyla^onioSthyl ode* ^Miaoathyl bedeu- 
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sen, eathilt. 

3. Verfahrea aach Aaspruch 1, dadurch gekennseichnet, dass die 
^Mssrige Disperison ein Lipid der F rael A, «orin Rj und R 2 Acvloxy, 
s.B. Lauroyloxy, Slyristoylosy, Palmitoyl sy oder Stearoyloxy, 
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R 3 Wasnerst ff und R^ Wasserstoff bedeuten, und gegebenenfalis ein 
zusStzliches Lipid der Formel A, worin Rj und R 2 Acylosy, S , B . Lauroyl- 
oxy, Myristoyloxy, Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, R 3 Wasserstoff und 
R A 2-Trimethylammonio3thyl, 2-AminoSthyl, Niederalkyl substituiert 
durch saure und basische Gruppen, z.B. Carboxy und Amino, z.B. 
W-Amino-U3-carboxyniederalkyl, z.B. 2- Amino- 2-car boxy M thy 1 oder 
3~Amino-3-carboxy-n«propyl p oder einen Kohlehydratrest mit 5-12 C-Ato- 
men bedeuten, z.B. Xnosil, oder ein Monoglycerid, z.B. Monoolein oder .» 
Monomyristin, oder ein Stearin, z.B. Cholesterin p enthfilt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die vSssrige 
Dispersion eine Lysophospahtidslure, z.B. 

eine natfirliche Lysophosphatids3ure 9 z.B. Ei-Lysophospha- 
tidsaure, oder eine synthetische Lysophosphatidslure, z.B. 1-Lauroyl-, 
1-Myristoyl- oder 1-PalmitoyllysophosphatidsSure, ein Lysophosphatidyl- 
serin, z.B. ein natOrliches Lysophosphat idyl serin, z.B. Lysophosphatidyl- 
serin aus dem Rinderhirn, oder ein synthetisches Lysophosphatidylserin, 
z.B. 1-Myristoyl- oder 1-Palmitoyllysophosphatidylserin, ein Lysophos- 
phat idylglycer in oder ein Lysophosphatidylinositol und zusatzlich ein 
Lecithin, 2.B. ein naturliches Lecithin, z.B. Ei-Lecithin, oder ein 
Lecithin mit gleichen Acyloxygruppen, z.B. Dimyristoyl- oder Dipalmi- 
toyllecithin, ein Lecithin xnit verschiedenen Acyloxy gruppen, z.B. 
l-Palmitoyl-2-oleoyllecithin, oder zusatzlich ein Kephalin, z.B. ein 
naturliches Kephalin, z.B. Ei-Kephalin, oder ein Kephalin mit verschie- 
denen Acyloxygruppen, z.B. l-Palmitoyl-2-oleoylkephalin. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
die vSssrige Dispersion eine naturliche 

Phospha tidsaure, z.B. Ei-Phosphatidsaure, eine synthetische Phosphatid- 
saure, z.B. Dilauroyl-, Dimyristoyl-, Dipalmitoyl- oder l-Palmitoyl-2- 
oleoylphosphatidsSure, und gegebenenfalis zusatzlich ein Lecithin, 
z.B. ein naturliches Lecithin, z.B. Ei-Lecithin, ein Lecithin mit 
gleichen Acyloxy gruppen, z.B. Dimyristoyl- der Dipalmitoyllecithin, 
oder ein Lecithin mit verschiedenen Acyloxygruppen, z.B. l-Palmitoyl-2- 
oleoyllecithin, oder ein Kephalin, z.B. ein naturliches Kephalin, z.B. 



Ei D &ephalin oder sin Kephalin rait ^erschiedsnen Acyloxygmppenj, z.B. 
i-?&3uiJ.uuyl-2-oIeoylkephaiin a od©r ©in Fnosphat idyl serin j, s»£. sin 
natiirliches Phosphatidyl serin, ZoS„ Phosphatidyl csri a aus deia Rinder- 
hirn, oder ein synthesis ches Phosphatidylserin, ScB, Dipalaitoyl- 
phosphatidylserin,> ein Monoglycerid, Monooleia oder Monomyristin, 

oder ein Sterin„ ZoB. Cholesterin D enthalto 

60 Verfahren nach Anspruch 1 0 dadurch gekenngeichnstp dass die 
nassrige Dispersion Ei~PhosphatidsSure oder Ei-Phosphatidsaure und 
Ei-Lecithin entbalt* 

7o ^©sfabren nach Aaspr^xeh 1 9 dsdureb gehenngeiehnefcg dass die nSssrige 
Dispsrsioa ErPbospb&tidsilurSs li o L<sei£bia odsr Phosphatidylserin aus 
d(SM Maderbirn ^nthlito 

Bo F®r£ahr<aa aacb Aaspruch 1, dadurch gefosaazeicbastj, dass die 
nassrige Disp^risoa Asolactln enthalto 

9o Fsrfahren a&cb Anspruch X 2 dadurch gekeaaseichnetg dass die 'tjassrige 
Dispersion Ei-Phospb&tidsIur@j, Ei~Leeithin 12nd Cholesterin en thai t. 

10 o W<£r£abr©n aaeb toJip^acb 1„ dadtas'eb g^kasngeieba^ts, dass di© 
^Esgirig© DIsp<2^§£@a Lji3@leeitbiai mi li^l^eisMs <gatblX£o 

Ho ¥©r£abrt£a aaeb Aaspraeb 1 9 dadtaseb gGkssasdLebaets, dass die nassrige 
DispGrsion n&£iirliehas Lysopbospbatidylsaria wad Ei~L<2cithin <2athalt„ 

12o ^srf&hrea aacb Aasprucb 1 5 dadurcb gektsaaseicbneto doss @sa eine 
hesegcga© Sefaiefafc dor mt©r ?@rf gbrea a) §©a*iaft£<m Lipid© ia nlssriger 
Phas© di&ptsrgisrt saad aaschlitsssead doa p2K?@rt ^is a^f ea« 12 srhohto 

13„ ^©rfabstsa aaeh tospruch 12 0 dsdurch gcafeeoascicbnetj, dass man den 
pia-Hert durcb Zugabs ^ea veriuaater nSssrigsr N&triuahydrosdd- oder 
Kal iy^hydr o>:id-Losung erhoht „ 
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14. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
homogene Schicht der unter Verfahren a) genannten Lipide in wMssrigen 
Phasen mit einem pH-Wert grosser als 7 dispergiert. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, das6 man eine 
homogene Schicht der unter Verfahren a) genannten Lipide in verdunnter, 
wSssriger Natriumhydroxid- oder Kaliumhydroxid-Losung dispergiert. 

16. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
homogene Schicht der unter Verfahren b) genannten Lipide in vassriger 
Phase mit einem pH von ca. 1 dispergiert • 

17. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man die 
nassrige Phase anschliessend durch Zugabe von physiologisch annehmba- 
ren SSuren, Basen oder Puff erlSsung mit einem pH 7-8 neutralisiert* 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet 0 dass *n*n eine 
solche vassrige Phase durch Zugabe von physiologisch annehmbaren 
Sauren oder Pufferlosung mit einem pH 7-8 neutralisiert, die man zuvor 
auf Werte hoher als pH 8 eingestellt hat. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass man die 
wSssrige Phase durch Zugabe von Salzsaure neutralisiert* 

20. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
solche nassrige Phase durch Zugabe von physioloigsch axmehabaren Basen 
neutralisiert, die man zuvor auf Werte niedriger als pH 5 eingestellt 
hat. 

21. Die nach dem Verfahren gemass Anspruch 1 er halt lichen tmilaaellaren 
Liposomen. 

22*. Verabreichungssystem auf Liposomenbasis fur verkapselte Wirkst ffe, 
hergestellt nach dem Verfahren gemass Patentanspruch 1. 
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23. Ver^breichtmgs^ystem auf Liposomenbasis fOr verfeapseltes 
N-Acetylmuramyl-L-alanyl^-isoglutamyl-L-alanyl-2-(l , p 2 f -dipalmitoyl- 
ST1 _gly Cero ^3'-phosphoro)^Ithylfflnid, hergestellt nach den Verfahren 
gemass Patentanspruch 1. 

24. Pharmazeutische Zusammenset2ung ent halt end ein Verabreichungs- 
system auf Liposomenbasis fur verkapselte Wirkstoffe gemass Anspruch 
18, vemdscht mit phannazeutisch vertrSglichen Zusatzstoff en. 

25. Verabreichungssystem gemass Anspruch 22 rur Aireendung bei der Be- 
handlung des menschlichen oder tierischen Korpers. 

26. Pharmazeutische Zus amnre ns e tzung gemass Anspruch 22 zur Anwendung 
bei der Behandlung des menschlichen cder tierischen K5rpers. 



27. Die Methode der Behandlung von Erkrankungen des menschlichen oder 
tierischen TOrpers mit Verabreichungssystemen gemass Anspruch 22. 



